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Depuis que sont connus les effets hémolytique, leucolytique 
et toxique des filtrats des cultures liquides staphylococciques, 
on utilise généralement, pour les éludier, les cultures en 
bouillon de pH=7. Cependant, ainsi que Burnet [4] l’a 
montré, on peut obtenir des liquides actifs en extrayant par 
Teau physiologique des milicux gélosés a la surface desquels 
le staphylocoque a proliféré. 

Dans ce procédé, ot la substance staphylococcique, respon- 
sable de tous les effets cytolytiques, toxiques et nécrotoxiques 
des filtrats (Gengou [2, 3, 4]) imprégne toute la masse du milieu 
(Burnet [4)), la sécrétion de cette substance résulle évidemment 
de lutilisation par le microbe des matériaux nutrilifs du 
bouillon auquel est incorporée la gélose. 

Quelques auteurs ont toutefois observé la production de 
toxine en eau-peptone. 

Nous avons pu éludier de notre cété certaines souches sta- 
phylococciques produisant de la toxine en bouillon et en solu- 
tion & 1 p. 100 de peptone (peptone de Diest), mais ne confé- 
rant aucun pouvoir toxique 4 la macération de viande addi- 
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tionnée de NaCl, communément utilisée dans la préparation du 
bouillon employé par les bactériologistes. Cependant, ces 
souches proliférent dans la mmcération de viande chlorurée, de 
pita. 

L’eau-peptone constilue un milieu propice 4 la production 
de toxine par ces souches microbiennes, méme quand la pep- 
tone a 6té débarrassée au préalable de toute substance saline et 
de tout corps soluble dans Valcool, l’éther, le chloroforme. 
C’est donc par l'utilisation des matiéres azotées de la peptone 
que ces souches produisent leur toxine. 


* 
x * 


Nous avons recherché s’il ne suffit pas, pour obtenir cette 
dérniére, d'addilionner la macération de viande non de pep- 
tone, mais de certains acides aminés constitutifs des matiéres 
protéiques. Nous nous sommes demandé également si, dans 
affirmative, certains acides aminés possédent cette propriété 
a l’exclusion d’autres, la communauté du pouvoir propre aux 
premiers pouvant étre éventuellement rapprochée des analogies 
de leur structure chimique (4). 

Plusieurs auteurs, notamment Franzen et Egger [5], 
Peters [6], Gordon et M’c Leod [17], etc. ont mis en évidence 
action favorisante relativement spécifique qu’exerce sur le 
développement de divers microorganismes l’addition de cer- 
tains acides aminés. A. Mayer et G. Schaeffer [9] ont noté 
Yinfluence favorable de l'arginine et de Vhistidine sur les 
cultures du bacille tuberculeux dans les milieux chimique- 
ment définis. 

Plus rares sont les travaux relatifs & l’action de la présence 
de ces corps sur la sécrétion par les microbes des substances 
solubles, et notamment des toxines, fabriquées par ceux-ci 
dans les milieux usuels de culture. 

D’aprés Goris et Liot [8], les monoacides monoaminés ou 
diaminés rendent possible, par leur addition & un milieu 
minéral de composition définie imaginé par ces auteurs, la 


(1) Nous tenons a remercier trés vivement notre distingué collégue, M. | 
. . . . > S e€ 
D: Bigwood, professeur de chimie physiologique et pathologique a TUniver- 
sité de Bruxelles, des conseils judicieux qu’il a bien voulu nous donner au 
cours de ces recherches. 
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production de pigment par le bacille pyocyanique, tandis que 
les diacides monoaminés n'ont pas le méme pouvoir. L’action 
des premiers, inférieure du resie a l’influence des sels ammo- 
niacaux de certains acides organiques bibasiques, differe sui- 
vant la présence, dans l’acide aminé, d’un ou de plusieurs 
groupes aminés et suivant la structure de Ja chaine qui sup- 
porte ces fonctions. 

Walbum (40) a observé que si le staphylocoque produit sa 
toxine dans une solution de peptone de Wilte, cette propriété 
parait liée & la présence des bases hexoniques et des autres 
acides aminés que cette substance renferme. Mais ilsn’a pas 
établi si elle relevait d’un ou de plusieurs acides aminés 
déterminés, ou si, au contraire, tout acide aminé, quel qu'il 
soit, confére au milieu la composition propice a la sécrétion de 
la toxine. 

Récemment, G. Ruggerini [44] a montré que la culture du 
B. perfringens et du bacille tétanique est favorisée par la pré- 
sence de tyrosine, d’alanine et de tryptophane, mais que ce 
dernier seul accentue la {production de toxine par ces bac- 
téries. 


La macération de viande destinée 4 nos essais a été préparée 
comme suit : une partie en poids de viande de veau hachée est 
délayée dans deux parties en poids d’eau de ville. On laisse Ja 
macération douze 4 dix-huit heures a 10°, puis on la soumet & 
lébullition pendant quinze minutes. Aprés filtration sur linge, 
le liquide est additionné de 0,5 °/, NaCl; le pH est amené a 7,8 
par addition de soude caustique. L’infusion est chauflée vingt 
minutes & 120° et filtrée aussit6t sur papier. Le pH est ensuite 
abaissé & 7 au moyen d’acide chlorhydrique, puis on procéde a 
la stérilisation. 

Bien que divers auteurs aient recommandé l'addition de 
tampons au bouillon pour l’obtention de cytolysines staphylo- 
cocciques et qu’ils en aient précisé la quantité oplimale, nous 
n'avons observé que des désavantages a cetle addition dans 
Jes recherches faisant l’objet de cette note. Burky [12] a du 
reste signalé de son cété les inconvénients d'un excés de 
tampons. 
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C’est au milieu décrit ci-dessus que sont ajoutés les divers 
acides aminés. Le pH des milicux ainsi préparés est toujours 
ramené A 7 par addition de soude ou d'acide chlorhydrique, 
avant stérilisation. 

Nous avons utilisé des acides monoaminés (glycocolle, d-ala- 
nine, d, |-sérine, cystéine, d-valine, I-leucine, |-isoleucine, 
d, l-méthionine, acide l-aspartique, acide d-glutamique), des 
acides aminés & noyau benzénique ou hétérocyclique (l-pro- 
line, l-hydroxyproline, d, l-b phényl-a-alanine, 1-tyrosine, 
diiodo-3-5 tyrosine, l-histidine, tryptophane), ainsi que des 
acides diaminés (d-arginine, d-ornithine, d-lysine, hydroxyly- 
sine). Nous y avons joint la taurine ; H#N — CH? — CH? —SO*H), 
que certains auteurs rangent également parmi les acides mono- 
aminés (4). 

Ainsi que nous l’'avons signalé plus haut, nous avons entre- 
pris ces recherches parce que nous possédions des souches 
toxigénes en eau-peptone, mais non en macération de viande, 
et, de ce fait, propices a cette étude. 

Nous exposerons, d’abord, pour plus de clarté, les résultats 
obtenus avec ces souches. 


OBTENTION D'HEMOLYSINE 
DANS LA MACERATION ADDITIONNEE D ARGININE. 


Incapables de produire de la toxine dans la macération addi- 
tionnée des divers acides monoaminés ou des acides aminés & 
noyau benzénique ou hétérocyclique, ces souches se sont 
montrées trés toxigénes dans les macérations enrichies d'ar- 
ginine et, ainsi que nous le verrons plus loin, d‘ornithine. 
Par contre, aucune toxine ne s'est produite dans les milieux 
contenant de la lysine ou de | hydroxylysine. 

Dans les cultures de ces souches en macération contenant 

Ac ene } ’ op 48 . r r 
145 p. 1.000 darginine, on peut mettre en évidence, généra- 
lement dés le lendemain, un pouvoir hémolytique qui s accroit 
habituellement jusqu’au dixiéme ou au quinziéme jour. Dans 
toutes nos expériences, nous avons toujours recherché ce pou- 
voir en meltant en présence de quantités variables de culture 


(1) Produits Kahlbaum (Berlin) et surtout Hoffman-La Roche (Bale). 
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énergiquement centrifugée, voire filtrée, un volume constant 
(0 c.c.5) dune émulsion a 1/25 de globules lavés de lapin 
neul, le volume tolal des mélanges étant porté a 4 cent. cube 
par addition d'eau physiologique. 

Tous les protocoles d’expérience, transcrits dans cette nole, 
indiquent le volume minimal de culture provoquant dans ces 
conditions ’hémolyse compléte du sang aprés une heure a 37°. 

Le volume maximal de culture employé n'a jamais dépassé 
Oc. c. 4. 


Expérience I. — Le tableau suivant reproduit l’élaboration @hémolysine 
dans deux milieux contenant respectivement 4 p. 1.000 et 5 p. 1.000 d’arginine. 


AGE ARGININE ARGININE 
de la culture 1 p. 1.000 5 p. 1.000 
cent. cube cent. cube 
QRLOULS Meade Remo Mey ota sae Alta ee ee tele 0x2 0,08 
SOMES Rae Ee ARC ADL eae eee 0,1 » 
OR OUT Swe Ale ates aac B coe eets, Yoke Oost. .emeuse » 0,05 
HO UL Sie se eel cs eer actor ace Acts 0,02 » 
WDE OUES <6) nad Bod hapapeerses Gedkiiae Gc 0,02 0,03 
Acai OUT Str ceheneueiet tke Mecmenkel ec 0,03 0,03 
PD PTOULSS. rege Pore on us kty eet subtle Gadkania tes .c » 0,03 


L’hémolysine obtenue de la sorte se comporte comme la 
substance a laquelle est due dans les cultures en bouillon, 
ainsi que nous l’avons rappelé plus haut, l’apparilion des 
actions lytiques vis-a-vis des leucocytes, des hématoblastes, 
des cellules des capsules surrénales, etc., de lapin, aussi bien 
que l’apparition des propriétés loxiques a l’égard de ce der- 
nier, que linjection intraveineuse ou intradermique met en 
évidence. Les expériences suivantes le prouvent. 


Expérrence Il. — Cultivons nos souches staphylococciques dans divers 
milieux de pH=7 constitués de macération de viande préparée ainsi que 
nous l’avons indiqué, et enrichie 4 la concentration de 5 p. 4.000, des dilfé- 
rents acides aminés. Aprés sept jours a 37°, les cultures sont centrifugées 
et stérilisées par le chloroforme (Gengou [13]). Leur stérilité étant verifiée, 
on détermine si les liquides ainsi obtenus sont capables de lyser les leuco- 
cyles de lapin, recueillis en milieu oxalaté a 1 p. 1.000 par ponclion dun 
exsudat pleural stérile, provoqué par injection de bouillon sept heures 
auparavant. Les mélanges d’émulsion leucocytaire et de liquide de culture 
sont additionnés de sérum oxalaté de lapin neuf, chauffé a 59°, qui favorise 
notablement la lyse par les sécrétions staphylococciques des cellules de 
lapin autres que les hématies (Gengou [13]): ; é 

A0c.c. 4 démulsion de leucocytes lavés, on ajoute 0c. c. 5 de sérum de 
lapin et des doses croissantes (de 0c. c.3 a0c.c. 5) de culture en macé- 


134 ANNALES DE L’(INSTITUT PASTEUR 


ration additionnée d’acide aminé. Le volume est porté dans chaque tube a 
1 centimétre cube par addition d’eau physiologique. 

Alors que les leucocytes ne sukissent aucune altération perceptible en 
présence des liquides de culture en macération enrichie d’acides aminés 
autres que l’arginine, la leucolyse est remarquable dans les liquides addi- 
tionnés de cet acide aminé (41) : 0 c. c. 075 de ces liquides suffit 4 la produire. 


Expsrience II]. — Les cultures en macération additionnée d’arginine (1) 
sont de méme, 4 I’exclusion des autres, capables de lyser les hématoblastes 
de lapin. Décantons, apres centritugation ménagée, le plasma chargé de 
plaquettes de 10 cent. cubes de sang de lapin recueilli en oxalate; débar- 
rassons les hématoblastes du liquide plasmatique par deux a trois lavages 
en eau physiologique oxalatée, suivis d’une centrifugation prolongée et 
énergique ; remettons-les enfin en suspension dans un volume de ce dernier 
liquide égal & 1/10 du volume du plasma original. A 0c. c. 1 de cette émul- 
sion, ajoutons 0 c. c. 3 de sérum oxalaté el chauffé de lapin neuf, et des 
doses décroissantes (de 0 c. c. 8 a 0. c. 2) de liquide de culture, le volume 
étant porté a 1c. c. 2 par addition d'eau physiologique. 

Les plaquettes ne s/altérent pas en présence des liquides de culture 
en macération additionnée d’acides aminés autres que l'arginine (2); les 
liquides de culture auxquels on a ajouté cette derniére provoquent, au 
contraire, méme a la dose de 0 c. c. 3, la lyse compléte des plaquettes. 


Experience IV, — Enfin, injectons dans le derme d'un lapin neuf, aprés les 
avoir stérilisées par le chloroforme, des quantités variant de 0 c.¢.5 a 
0c. c. 15 des liquides de culture en macération additionnée d’acides aminés. 
Seule, la culture faite en présence d’arginine (1) détermine la nécrose cuta- 


née, que provoque la toxine staphylococcique communément obtenue en 
bouillon. 


Les cultures en macération de viande additionnée d’argi- 
nine (1) acquiérent donc seules toutes les propriétés lytiques 
et toxiques des cultures en bouillon des souches staphylococ- 
ciques utilisées dans ces recherches. C’est une preuve de plus 
de Punicité de la substance microbienne & laquelle sont dues 
(Gengou [2, 3, 4, 13], Burnet [4], H. Gross [14]), ces diverses 
propriétés. 

L'identilé de la toxine obtenue en macération additionnée 
d’arginine et de la toxine staphylococcique que fournissent les 
cultures en bouillon est corroborée, au surplus, par deux faits : 
Pune et l'autre sont inactivées, quand on améne le pli a 8, 
par un chauffage de trente minutes & 60°-70°. 

Enfin, l'une et V’autre sont neutralisées spécifiquement par 


(1) Ou d’ornithine (v. plus loin). 
(2) Ou ornithine. 
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le sérum anlistaphylotoxique et réclament, & cette fin, pour un 
méme pouvoir lytique, la méme quantité de ce sérum. 

Le réle que parait jouer l’arginine dans Ja production de 
toxine par le staphylocoque semble devoir retenir d’autant 
plus l’attention que les acides diaminés — dont l’arginine fait 
partie — sont des constituants importants des maliéres pro- 
téiques. « Ils forment », rappellent Polonowsky et Lespagnol 
(2: Polonowski et Lespagnol : Eléments de chimie organique 
biologique, p. 350), « la presque totalité des protamines, que 
l'on suppose étre les albumines primaires des étres vivants ». 

Quant a l’arginine, « cest un acide aminé extrémement 
répandu. On le retrouve dans les produits d’hydrolyse de 
presque toutes les matiéres protidiques animales ou végétales 
(Hedin). I constitue a lui seul les trois quarts de la molécule 
des protamines (laitances de poisson). 

Les albumines et les globulines en conliennent 5 a 10 p. 100; 
les histones et les protamines de 15 a 90 p. 100 ». (Polonowsky 
et Lespagnol : ib¢d., p. 358). 

La preduction de toxine staphylococcique dans les cultures 
en macération additionnée d'arginine nous a amené & recher- 
cher si d'autres acides aminés de composilion voisine jouissent 
de la méme propriété. 

Rappelons & cet égard le rapprochement que |’on peut faire, 
au point de vue de leur structure chimique, entre trois acides 
diaminés : lornithine, l’arginine, la citrulline. 


Ted Cae O 
Ornithine: SN CH? — Ch*— CH? — Ca — cf 
HA 4 l OH 
NEP 
Argininee HN=C : yy O 
Ne Ot! — Chi CHSe. CH cf 
Vee | OH 
H NH? 
NH? 
Citrulline. O=C E 


yg oO 
\w CH* — Cit — CH* — CH —C@ 
ae | OH 
N NH? 
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En réalité, ces trois corps peuvent étre considérés comme 
des dérivés de l’acide a-amino-valérianique : 
CH? — CHt — CHt— CH — cf" 
| OH 
NH? 

En effet, l'ornithine peut étre considéré comme résultant du 
remplacement d'un atome H du groupe inilial CH* par une 
molécule d’ammoniaque (NI*), avec perte d'un atome H de 
cette derniére. 

Si ce méme atome H du groupe CII de l’acide a-amino- 
valérianiyue est remplacé par une molécule de guanidine 
NH? — C(NH)—- NE?, avec perte dun atome H, on obtient 
Varginine. 

Knfin, le remplacement de ce méme atome H du groupe CH? 
par une molécule d’urée NH? — CO—NIl*, avec perte d'un 
atome H, donne la cilrulline. 

Nous avons recherché si l'arginine doit a l'un de ses deux 
constituants (guanidine, ornithine), sa propriété de permettre 
par son introduction dans la macération de viande, la pro- 
duction de la toxine slaphylococcique. 


Expérience V. — Nous cultivons nos souches dans des tubes de macération 
contenant respectivement 4 p. 1.000 A 5 p. 1.000 d’ornithine ou de guanidine. 
Nous complétons cette série par des tubes de macération additionnée de 
1 p. 1.000 25 p. 1.000 de créatine, dérivé de la guanidine. Seule, la macération 
contenant de l’ornithine autorise la production de toxine. Les tubes renfer- 
mant de la guanidine ou de la créatine n’en renferment pas. 


AGE 


ORNITHINE ORNITHINS 
de la culture { p. 1.000 3 p. 1.000 
cent. cube cent. cube 
2: JOULS tos a ic oes estas Gis hie REPO gave ane S054 => 0154 
AIOUTS Mo teats sae F tohaem Or nee eae >0,4 » 
6 JOULES «, cobacraciat iat ona Reon tare Sit colina » 0,08 
T'JOURSie. +: A tea >. Ce eis Ryle eee rae > 04 » 
LOJJOUTS ECM. nee) eons trans ae eee 0,4 0,03 
14 JOULS). ins. seed coed he Cena 0,02 0,02 
PAU NH Tem RG Bus gd Goh & See » 0,04 


La production de toxine est d’autant plus marquée, comme 
on peut le voir ci-aprés, que l’addition d’arginine ou d’orni- 
thine au milieu de culture est plus abondante, bien qu'il ne 
paraisse pas exister une proporlionnalité nette entre ces deux 


ACIDES AMINES ET TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE 137 


faits, et que divers essais nous aient montré que des concen- 
trations supérieures & 5 p. 1.000 soient moins favorables que 
cette derniére. 


Expérience VI. — Nous cultivons nos souches dans des tubes de macération 
contenant respeclivement 0,2 p. 1.000, 4 p. 1.000 ou 5 p. 1.000 d’arginine ou 
d ornithine. 


A v1 
AGE ARGININE ORNITHINE 


de la culture 
0,2 p. 1.000] 1 p. 1.000 | 5 p. 1.000 0,2 p 1.000] 1 p. 1.000 


2 AMOUYS ett a) 
AEBVOULUS = tor We 
(Gj OUnSies ea 
JORJOUNS i k-- 


De méme que dans la macération additionnée d’arginine 
(v. plus haut), la culture du staphylocoque dans les milieux 
enrichis d’ornithine y fait apparaitre toutes les propriétés 
cylolytiques et toxiques que manifestent les cultures en bouillon 
et que tout permet d’atiribuer a une seule et méme substance. 

On peut done admettre, semble-t-il, que c’est la molécule 
d’ornithine, conslitutive dela molécule d’arginine, qui commu- 
nique a celle-ci la propriété qu’elle possede elle-méme de 
permettre au staphylocoque |’élaboration de sa toxine. 

Ajoutons cependant que le développement du _ pouvoir 
toxique des cultures en macération additionnée d’ornithine est 
habituellement plus tardif que dans les cullures en macération 
contenant de l’arginine. Par contre, le titre atteint dans le 
premier cas peut dépasser celui qu’on observe dans le second. 

Il etit 66 intéressant de pouvoir étendre ces recherches a la 
citrulline, dont il est logique d’attendre les mémes propriétés. 
Nous n’avons pu nous procurer cette substance. Nous pouvons 
cependant signaler que l’urée, qui occupe dans la molécule 
de citrulline la place que tient la guanidine dans l’arginine, ne 
confere pas & la macération de viande la composition néces- 
saire a la production de toxiue staphylococcique. 

Des recherches sur la citrulline eussent été d’autant plus 
souhailables que citrulline, arginine et ornithine paraissent 
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pouvoir se muer dans l’organisme les unes dans les autres. 
En effet, d’aprés Polonowsky et Lespagnol (loc. cit., p. 353), 
la citrulline semble « dériver directement, in vivo, de l’orni- 
thine » ; celle-ci « fixant une seconde molécule d’ammoniaque, 
donne un dérivé guanidique, l’arginine ». 


ACTION DES DIVERS ACIDES AMINES SUR L’BLABORATION DE TOXINE 
PAR LES SOUCHES CAPABLES D'EN PRODUIRE SANS L’ ADDITION DE CES SUB- 
stances. — Si les effets de l’addition d’arginine a la macération 
de viande sont particuliérement nets quand on ensemence les 
milieux d’une souche staphylococcique incapable de sécréter la 
toxine dans Ja macération seule, ce qui va de soi, il est égale- 
ment aisé de les mellre en évidence quand on utilise des 
souches staphylococciques susceptibles de rendre hémolytique, 
apres sept & quatorze jours, la macération de viande sans addi- 
tion d’acide aminé. Dans ce cas, l’addition d’arginine accélére 
et, généralement, accentue la production de lysine, ainsi qu’il 
résulte du tableau suivant : 


Expérience VII. 


SOUCHE £ SOUCHE L 

AGE a ee ay 
de la culture Macération Macération Macération Macération 
seule + arginine seule + arginine 

TP jOUrSET.. San eee >0,4 0,2 One 0,03 

2ejOUTS = Ror eros > 0,4 0,05 0,2 0,05 

A TOURS a cceournen 0,4 0,05 0,2 0,05 

Ga) OURS oieurceaenene 0,2 0,05 0,16 0,05 


Si la variabilité et l’instabilité bien connues des slaphylo- 
coques pathogénes incitent & ne généraliser qu’avec prudence 
les faits signalés jusqu’ici, nos recherches semblent autoriser 
cependant & penser qu’ils peuvent s’observer avec toutes les 
variétés cytolytiques de staphylocoques. Suivant qu'il s'agit de 
souches incapables de produire leur toxine dans la macération 
de viande seule ou susceptibles de le faire, l’addition d’arginine 


permet au germe d’élaborer son poison ou bien en intensifie et 
surtout en accélére la production. 
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Mais l'étude de la production de toxine, sous l’influence de 
addition d’acides aminés, par des souches staphylococciques 
capables de la sécréter sans celte addition, nous a montré que, 
si arginine possede & I’égard de toutes celles que nous avons 
étudiées, les propriétés que nous venons de décrire, certains 
autres acides aminés ont, dans une mesure variable de l’un 
a l'autre, un pouvoir analogue. 

Parmi les acides mono-aminés, le glycocolle, la d-alanine, 
la d,l-sérine et la taurine se sont montrés capables d’accentuer 
le pouvoir toxigéne de ces souches. Par contre, la cystéine, la 
d,l-méthionine, la d-valine, Ja l-leucine et la l-isoleucine en 
ont réguliérement élé incapables. 

Dans le groupe des acides mono-aminés dicarboxyliques, 
Vacide d-glutamique a exercé un pouvoir favorisant net qui 
parait manquer a l'acide l-aspartique. 

Parmi les acides diaminés, la d-lysine et l’hydroxylysine nous 
ont donné des résultats négalifs, alors que la d-arginine eit la 
d-ornithine se sont révélées aclivantes de la production comme 
nous l’avons vu, et que méme l’agmaline, produil de décarboxy- 
lation de l’arginine, a manifesté, dans une mesure beaucoup 
plus faible, le méme pouvoir. 

Parmi les acides & noyau benzénique ou hétérocyclique, des 
résultats positifs ont été obtenus avec la |-proline, la l-oxypro- 
line, la l-tyrosine, la d,l-b-phényl-alanine, la l-histidine. Le 
tryptophane s’est montré inopérant. 

Signalons tout d’abord que l’action favorisante des acides 
aminés indiqués ci-dessus ne s'‘observe pas également avec 
toutes les souches susceptibles de produire leur toxine en 
l’absence de ces corps. Il semble que, plus est récente la date 
de l’isolement du germe, plus celui-ci est capable de sécréter 
sa toxine sans addition d’acide aminé et plus riche est la série 
des acides aminés susceptibles d’accentuer cette production. Au 
fur et & mesure que recule la date de |’isolement, plus, semble-t-il, 
se restreint la série des acides aminés activants. Elle finit par se 
réduire & l’arginine et & l’ornithine, puis au premier — partois 
au second — de ces deux corps, dont l’action favorisante per- 
siste trés longtemps. On observe ainsi des souches qui, devenues 
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incapables de produire leur toxine sans addition d’acide aminé, 
se montrent influencées dans leur propriélé sécrétoire unique- 
ment par l’arginine (A laquelle se joint ou non Jornithine), 
c’est-a- dire des souches semblables & celles que nous avons 
éltudiées tout dabord. 

Plus vieilles encore, ces souches perdent leur sensibilité a la 
présence de tout acide aminé ajouté, méme de l’arginine. 


x 
x * 


Si, ainsi que le prouve la produclion de toxine en eau-peptone, 
falte au moyen de peptone débarrassée de tout élément non 
azoté, cette production est liée a l’ulilisation de certains acides 
aminés par le germe microbien, les faits que nous venons de 
relater permettent d’admettre, d’autre part, que l’incapacité d’un 
staphylocoque & produire de la toxine dans les milieux ordinaires 
(bouillon, etc.) peut résuller aussi bien de son inaptitudea utiliser 
a cetie fin les acides aminés libres dans le milieu que d'une 
hypothétique insuffisance a libérer les acides aminés nécessaires, 
des matiéres proléiques dont ils sont des constiluants. 

Il n’échappera & personne que les recherches dont nous avons 
relalé les résultats dans celte note ont l’inconvénient, d’autant 
plus patent qu’elles s‘elforcent de préciser les corps chimiques 
nécessaires a la production de la staphylotoxine, d’utiliser un 
milieu de culture, la macération de viande, dont la composition 
nous est invonnue et varie cerlainement d’un échantillon a 
lautre. La variabilité du comportement d'une méme souche au 
point de vue de la production de toxine, dans divers échantillons 
de macération, faits de fagon apparemment idenlique, le prouve 
suffisamment. 

Il n’est pas douteux que ces diverses macérations contiennent, 
probablement non libérées des corps protéiques dont elles font 
partie, des quantités variables d’arginine provenant des matiéres 
albuminoides de la viande utilisée. Il se peut donc, étant donnée 
Vinfluence parliculi¢rement nette de l’addition d’arginine sur la 
production de staphylotoxine, que l’apparition de celle-ci, dans 
la macéralion de viande seule, résulte de utilisation, par ces 
souches, de l’'arginine présente, et que cette utilisation soit 
accentuée par l’addition de certains autres acides aminés. 

Remarquons en tout cas, comme le montre le diagramme 
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suivant, que dans la macération de viande addilionnée d’argi- 
nine, la production de toxine commence immédiatement et suit 
une courbe toute différente de celles qui représentent cette 
production dans la macération & laquelle on a ajouté soit 
d'autres acides aminés propices a cette élaboration, soit méme 
de la peptone. Dans tous ces cas, la production de toxine n'est 
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Teneur des cultures en toxine (nombre d'un. minim. hemolyt. dans Ou 4) 
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manifeste qu’au quatriéme jour. Un travail préalable & cette 
production ou une adaplation du germe semblent nécessaires 
dans ces conditions, avant que la toxine n’apparaisse dans le 
liquide, tandis que dans les cultures contenant de Varginine 
libre, le microbe, utilisant immédiatement cette derniére, 
sécréte aussildt sa toxine. 


Bien qu’il soit possible que l'intervention des acides aminés 
autres que l’arginine soit limitée au rdle que nous yenons 
d’indiquer, il ne nous parait cependant pas déplacé de recher- 
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cher si aucun lien n’unit, dans leur composition chimique, les 
acides aminés qui se sont montrés capables d’accentuer la pro- 
duction de staphylotoxine. Tout en n’autorisant actuellement 
aucune conclusion, cette recherche permettrait peut-étre de 
supposer que l’action favorisante de ces acides, 4 l’exclusion des 
autres, est en relation avec leur constitution et avec les ana- 
logies de leur structure chimique respective. 

Le groupe des acides diaminés contient, indépendamment de 
Yornithine, de l’arginine et de la citrulline, deux autres corps, 
la lysine et Vhydroxylysine, qui se sont montrés dépourvus 
de la propriété que nous avons reconnue aux deux premiers. 
Et cependant, lornithine C*H*0?N? est homologue inférieur de 
la lysine C°H“O?N?. 

Or, les trois acides diaminés du premier groupe sont non seu- 
lement unis par la filiation que nous avons signalée plus haut, 
mais aussi par la similitude de leur constitution chimique. Tous 
trois contiennent, & partir du premier groupe aminé, 5 atomes 
de carbone (voir plus haut) ; au contraire, les acides diaminés 
du deuxitme groupe, inactifs (lysine, hydroxylysine) en con- 
liennent six. 


py? 
Lysine. H?N — CH’ — CH’ — CH? — CH? — CH — C 
j X\ 
H | OH 
NH!® 


Hydroxylysine. H*N — CH*— CH* — CH? — CH.OH — CH — ce 
i OH 
NH?* 

D’autre part, nous avons mentionné que, parmi les acides & 
noyau benzénique ou hétérocyclique susceptibles de favoriser la 
production de staphylolysine, figurent la proline et l’oxyproline. 

Or, la proline (c), disent Polonowsky et Lespagnol (Joc. cit., 
p- 364), est en réalité étroitement apparentée a l’ornithine (a) 
par l'intermédiaire de Vacide amino-2- hydroxy-5 penta- 
noique (1) (6), ainsi qu’il résulte du schéma suivant, que nous 


. 


empruntons & ces auteurs : 
CH? — CH? CH? — CH? CH* — CH? 


NH* — ee CH.CO?H HO — ie CH — CO°H es CH — CO*H 
NE? NH? yu’ 


a b F 


(4) Ou valérianique. 
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La proline et l’oxyproline possédent également 5 atomes C, 
comme lornithine, |’arginine et la citrulline. 

On doit certes se borner & mentionner ces faits, sans vouloir 
en lirer de déduction. Mais on doit tout au moins retenir la 
parenté qui unit la proline et loxyproline, acides aminés a 
noyau hétérocyclique, aux acides diaminés (arginine, orni- 
thine), comme eux capables de permeltre la production de 
toxine staphylococcique. 


* 
+ * 


Dans le groupe des acides aminés dicarboxyliques, l’acide 
glutamique s’est montré capable de permettre la production de 
toxine. Il nous parait indiqué de rappeler les relations existant 
entre ce corps et le noyau pyrrolique. Polonowsky et Lespa- 
gnol (oc. cit., p. 349) signalent, en effet, la transformation 
du premier (a) sous linfluence de la chaleur en acide pyroglu- 
tamique (6), qui se décompose par action prolongée de la 
chaleur en CO? et en pyrrol (c). 


HC —C wc — ie " - i" 
CO*H — [3 CON es CO — Ke (WG) LI ca HG CH 
Ne 
Nur NH Ni 
a “6b c 
Or, le groupe pyrrol caractérise la proline et l’oxyproline. La 


premiere est, en effet, l’acide «-pyrrolidine-carboxylique (Polo- 
nowsky et Lespagnol, /oc. cat., p. 361). 


* 
* * 


Parmiles acides aminés & noyau hétérocyclique susceptibles 
de permetire la formation de toxine staphylococcique figure 
également l’histidine, caractérisée par le noyau iminazol : 


HC—N> 
cH 
HC— Nil 


D’autre part, un certain nombre d’acides monoaminés (glyco- 
colle, d-alanine, taurine, d, I- sérine) ont manifesté la méme 
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propriété a l’égard des sécrétions staphylococciques. Or, 
Fischer a montré (d’aprés Polonowsky et Lespagnol, Joc. czt., 
page 374), la possibilité de la production du groupe iminazol, 
en partant d’acides monoaminés, tels que le glycocolle, l’ala- 
nine, et d’un acide aminé dicarboxylique, lacide glutamique. 

Bref, sans prétendre expliquer la propriété commune que 
présenlent certains acides aminés de permettre au staphylo- 
coque de produire la toxine dans les milieux dans lesquels on 
les introduit, par les relations que |’on peut signaler entre leurs 
formules moléculaires respectives, il nous a paru intéressant 
de rappeler cependant les analogies que ces derniéres présen- 
tent et les liens qu’établissent entre elles les réactions permet- 
tant de passer de l'une a l’autre. Des recherches ultérieures 
donneront peut-étre l’occasion de préciser dans quelle mesure 
les divers acides aminés capables de permettre la production 
de loxine staphylococcique, doivent celte propriété commune & 
des caractéres semblables ou voisins de leur structure chimique. 


On peut se demander si linfluence exercée par certains 
acides aminés, & |’exclusion des autres, sur la production de la 
staphylotoxine, n’est pas due, soit & une accentuation par ces 
acides de la prolifération microbienne, soit & uneaction de ces 
corps sur les phénoménes chimiques se produisant au cours de 
la multiplication du germe. 

Or, Vaddition d’arginine favorise nettement la pullulation 
staphylococcique. Cet effet stimulant ne s’observe pas, par 
contre, lors de l’addition de la plupart des autres acides aminés 
provoquant l’élaboration de la toxine. Il serait done prématuré 
de lui attribuer un role déterminant dans l’action propre & ces 
corps sur la production des poisons staphylococciques. 

On sait, d’autre part, que la réaction des cultures staphylo- 
cocciques en bouillon d'un pH initial = 7, devient d’abord 
plus acide, puis se déplace progressivement vers l’alcalinité 
(Walbum [44]}). Ilen est de méme dans les cultures en macé- 
ration additionnée des acides aminés propices & la production 
de la toxine, tandis qu’en présence des autres acides aminés, 
l'alcalinisation du milieu ne se produit pas. 
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Ce fait tend 4 démontrer que, dans les deux cas, le genese de 
la toxine se fait suivant le méme mécanisme. Il s’accorde bien 
du reste avec les observations de Rosenthal et Patai [15] et de 
Julianelle [16]. Les premiers ont consltaté une augmentation 
rapide des acides aminés dans les cultures staphylococciques 
en bouillon, suivie d'un accroissement plus lent jusqu’au cin- 
quiéme ou sixiéme jour. 

D’aprés Julianelle, & cette premiére période d’enrichissement 
du milieu en acides aminés succéde une phase pendant laquelle 
ceux-ci se font plus rares, étant utilisés par le microbe & la 
production concomitante d’ammoniaque. 

Dans les cultures staphylococciques en macération addi- 
tionnée d’acides aminés permettant la production de toxine, 
de méme que dans les cultures en bouillon, la production 
d’ammoniaque constlitue, ainsi que nous avons pu le constater, 
un phénoméne contemporain de la production de toxine. 
Daprés J.-W. Bigger [47], l’'apparition dune alcalinité supé- 
rieure & pH = 7,5 est défavorable a l’obtention de la toxine. 
Nous avons observé le méme fait particulicrement dans les 
cultures en macération additionnée d’arginine. Tandis que 
Palcalinité de la culture augmente progressivement, la teneur 
en toxine passe par un maximum pour diminuer ensuite au 
moment ot lalcalinité est parliculi¢rement marquée. Enfin, 
dans les cultures en macération additionnée de 145 °/,, durée, 
Valcalinité devient rapidement tres prononcée, sans que la 
culture acquiére des propriétés toxiques. 


CoNcLUusIONsS. 


1° La production de toxine par le staphylocoque dans les 
cultures en milicu peptoné est lige a l'utilisation des matiéres 
protéiques du milieu. 

2° Parmi les acides aminés constitutifs de ces derniéres, un 
certain nombre seulement ajoutés & un milieu de culture 
approprié paraissent susceptibles, dans une mesure variable, 
d’étre utilisés par Je microbe pour la sécrétion de sa toxine. 
Tout se passe comme si celte sécrétion réclamait la présence 
dans les milieux de ces acides aminés, libres ou libérés grace 
au métabolisme microbien. 
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3° Dans nos recherches, les acides aminés propices & l’élabo- 
ration de la toxine staphylococcique ont été : 

a) Parmi les acides monoaminés : le glycocolle, la d-analine, 
la d, l-sérine, la taurine, l’ac.d-glutamique. 

6) Parmi les acides diaminés : la d-ornithine, la d-arginine. 

c) Parmi les acides & noyau benzénique ou hétérocyclique : 
la d-proline, la d-oxyproline, la I-tyrosine, la d, I-b phényl-a- 
alanine, Ja |-histidine. 

4° Lie nombre de ces corps favorisant |’élaboration de toxine 
suivant les différentes souches staphylococciques parait étre 
d’autant plus grand, que l’aptitude de ces souches est plus déve- 
loppée de sécréter celle-ci dans la macération de viande seule, 
sans addition de peptone ou d’acide aminé. En présence de chacun 
decescorps(hormis l’arginine) ajoutés la macération de viande, 
la production de toxine par les germes capables de |’élaborer 
dans la macération seule, est accrue dans une proportion variable 
suivant le corps envisagé et suivant la souche utilisée. 

5° Parmi ces acides aminés, l’arginine occupe une place par- 
ticuliére ; elle seule est propice & la production de toxine par 
les souches susceptibles d’en sécréter en bouillon, mais pas 
dans la macération de viande; elle permet seule la production 
immédiate de toxine, tandis que tous les autres acides aminés 
propices & cette production n’exercent leur influence qu’aprés 
un temps de latence identique & celui qui est nécessaire a la 
peptone elle-méme. 

6° La molécule d’arginine est formée de deux groupes, lun 
provenant dune molécule d’ornithine, l'autre d’une molécule 
de guanidine; son action sur l’élaboration de la toxine parait 
relever du premier de ces deux constituants. Le second, pas 
plus que ses dérivés, tels que la créatine, ne jouit pas de cette 
propriété. 

7° La toxine slaphylococcique produite dans un milieu conte- 
nant de arginine ou de l’ornithine libres, posséde toutes les 
propriétés cytolytiques et toxiques du poison élaboré par le sta- 
phylocoque dans le bouillon peptoné. Elle posséde les mémes 
caractéres de thermolabilité et est neutralisée spécifiquement, 
comme lui, par le sérum antistaphylotoxique. 

Ces faits démontrent une fois de plus l’unicité de la substance 
a laquelle sont dues toutes ces propriétés. 
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8° Il existe entre la plupart des acides aminés que nous 
avons trouvés propices & la production de toxine staphylococ- 
cique, soit des analogies de structure moléculaire, soit des 
réactions permettant de passer de l’un a l’autre. 

Il serait cependant prématuré de rechercher dans ces faits 
Vexplication de l’influence de ces corps sur l’élaboration de la 
toxine staphylococcique. Cette influence pourrait aussi étre due 
ace que ces substances permettent l'emploi par le microbe, 
apres un certain temps de latence de l’arginine combinée con- 
tenue dans la macération de viande, tandis que l’arginine libre 
ajoutée a celle-ci est utilisée immédiatement par le staphylo- 
coque. 
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MODIFICATIONS SANGUINES 
PROVOQUEES PAR LES VENINS OPHIDIQUES 


(TROISIEME MEMOIRE) 


VARIATIONS DE LA RESERVE ALCALINE 


par J. VELLARD (1) et M. MIGUELOTE-VIANNA. 


Les variations de la réserve alcaline au cours de l’intoxica-~ 
tion ophidique n’ont presque jamais été étudiées. Nous n’avons 
trouvé qu’une bréve référence de Houssay, Negrete, Otero et 
Mazzoco, ne signalant aucune variation sensible chez 3 chiens 
ayant recu par voie veineuse une dose trés faible de venin de 
Lachesis alternata. 

Continuant nos recherches antérieures sur les modifications 
sanguines produites par les principaux types de venins ophi- 
diques, nous avons réalisé dans ce but une série d’expériences 
avec deux venins de Crofaline sud-américaines : Crotalus ter- 
rificus et Lachesis atrox, et un venin de Co/ubride asiatique, 


Naja tripudians. 
Les injections ont été faites par voie intramusculaire, sous- 


cutanée, intrapéritonéale et, dans un cas, intrarachidienne. Les 
chiens, adultes des deux sexes, Glaient laissés 4 jeun depuis la 
veille au soir; toutes les expériences ont été faites sans anes- 
thésie. 

Nos recherches ont porté sur 24 animaux : 14 avec le venin 
de C. terrificus, 3 avec le venin de L. atrox et 7 avec le venin 
de N. tripudians. Le sang était obtenu par ponction cardiaque, 
oxalaté et immédiatement centrifugé. La premiére prise de 
sang élait faite quelques minutes avant l’injection du venin; la 
deuxiéme prise était faite plus ou moins longtemps, de une a 
douze heures, aprés Vinjection. La troisitme prise avait lieu 
suivant les animaux soit au moment de larrét de la respira- 
tion, soit au moment de l'arrét du coeur; quand l'intervalle 
entre les deux était assez grand, Ja prise a été souvent répétée 
a larrét de la respiration et & Varrét du coeur. 


(1) Chargé de recherches scientifiques par le ministére de l'Education 
nationale. 
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Pour les dosages nous avons utilisé la méthode de Van Slyke; 
nos résultats sont donnés pour 100 cent. cubes de plasma 
oxalaté. Les trois tableaux annexes résument ces recherches. 


VENIN DE CROTALINE. 


Les résultats obtenus avec les venins de C. terrificus et 
de L. atrox, sont trés uniformes : baisse légére, en général peu 
accusée, mais constante dans les premiéres phases de |’intoxi- 
cation; baisse considérable dans les derniers moments de la vie, 
s'accentuant encore entre l’arrét de Ja respiration et l’arrét du 
coeur quand ces deux moments sont séparés par un petit inter- 
valle; mais presque toujours avec ces venins le cweur s’arréte 
presque en méme temps que cessent les derniers mouvements 
respiratoires. 

Dans 5 cas sur 13, avec le venin de C. ¢errificus, dans 2 cas 
sur 3 avec celuide L. atroz, la fixation de CO? a été inférieure 
& 12 cent. cubes pour 100 cent. cubes de plasma au moment de 
Varrét du ceur. Dans tous les autres cas mortels, la baisse a été 
du tiers & Ja moitié de la valeur initiale. 


TasLeau I. — Modifications de la réserve alcaline chez le chien 
aprés l'injection de venin de Lachesis atrox. 


VOLUME D& CO? FIxXE PAR 100 CENTIMETRES CUBES DE PLASMA 


NUMERO 
des chiens 


Observations 


° heures 
aprés 
Vinjection 
11 heures 
aprés 
Vinjection 
24 heures 
aprés 
linjection 
A 
l'arrét 
du coeur 


S 
= 
aS 
i) 
ar) 
42 
& 

— 


= 
bo 


Injection intrapéritonéale de 50 milli- 
grammes. Mort : cing heures. 

Injection intrapéritonéale de 30 milli- 
grammes, Rétabli. 

Injection intramusculaire de 25 milli- 
grammes. Mort: seize heures. 


Chez un animal mort en vingt-quatre minutes a la suite de 
V'injection intrarachidienne de 25 milligrammes de venin de 
C. terrificus, la fixation de CO? est passée de 31 a 22 p. 100 cent. 
cubes de plasma. 

Un animal ayant survécu a montré une baisse légére cing 
heures aprés l’injection (31 4 28), mais vingt-qualre heures 
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Tasteau Il. — Modifications de la réserve alcaline chez le chien 
aprés l’injection de venin de Crotalus terrificus. 


a 
VOLUME DE CO? rixé PAR 100 CENTIMETRES CUBE DE PLASMA 


Aprés l’injection 


NUMERO 
des chiens 


Observations 


Avant 
Vinjection 
A larrét 

de la 
respir tion 
A Varrét 
du coeur 


th. [5 b.16 bh. 


ios) 


Injection intramusculaire de 10 mil- 
ligrammes. Mort : quinze heures. 
Injection sous-cutanée de 30 milli- 
grammes. Mort: trois heures. 
Injection sous-cutanée de 5 milli- 
grammes. Mort : 46 heures. 
Injection intramusculaire de 30 mil- 
ligrammes. Mort : huit heures. 
Injection intramusculaire de 30 mil- 
ligrammes. Mort : sept heures. 
Injection intrapéritonéale de 30 mil- 
ligrammes. Mort : quatre heures. 
Injection intramusculaire de 100 mil- 
ligrammes. Mort : treize heures 
Injection intramusculaire de 20 mil- 
ligrammes. Mort : quinze heures. 
Injection intramusculaire de 15 mil- 
ligrammes. Mort : dix-huit heures. 
|Injection intramusculaire de 20 mil- 
ligrammes. Mort : dix-neuf heures. 
Injection intramusculaire de 20 mil- 
ligrammes. Mort : trois heures. 
Injection intramusculaire de 20 milli- 
grammes Mort: vingtetuneheures. 
\Injection intrapéritonéale de 20 mil- 
ligrammes. Mort: cing heures. 
Injection intrarachidienne de 25 mil- 
ligrammes. Mort: vingt-quatre mi- 
nutes. 


plus tard la valeur de la fixation de CO? était remontée au-dessus 
de son taux initial (40 au lieu de 31). 

Il n’y a pas de relation absolue entre la dose de venin injectée, 
la sévérité de la voie employée, le poids de l’animal et l’impor- 
tance des variations de la réserve alcaline. Celle-ci ne diminue 
de fagon considérable qu’aux derniers moments de la vie, et cette 
baisse parait dépendre uniquement du mécanisme de la mort, 
un peu variable suivant les individus. 


VENIN DE COLUBRID. 


Avec le venin de N. tripudians, les variations de la réserve 
alcaline sont bien moins accentuées. La baisse est encore 
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TasLeau Ill. — Modifications de la réserve alcaline chez le chien 
apres linjection de venin de Naja tripudians. 


VOLUME DE CO? rixé pAR 100 CENTIMETRES CUBES DE PLASMA 


n 

ee 

Su Ss Sis) alae 

Z cules Sillace siecle 

3 | 29 3 0 |e | 0 Observations 
tes 8 Slam a2 
ee, ae 2 S 

ING 4 Bx0 26 Injection intrapéritonéale de 12 milligrammes. 
Mort : cent vingt minutes. 

Ne || ae 26 Injection intramusculaire de 20 milligrammes 
Mort : soixante-quinze minutes. 

NO 34 34 (Injection intramusculaire de 20 milligrammes. 
Mort : cent trente-cing minutes. Arrét 
presque Simultané du cceur et de la respiration. 

INZa eS, 20 |Injection intrapéritonéale de 20 milligrammes. 
Mort : cent trente minutes. Coeur s’arrétant 
dix minutes aprés la respiration. 

N® | 44 | 42 36 |Injection intramusculaire de 30 milligrammes. 


Mort : cent vingt minutes. Arrét presque 
simultané du cceur et de la respiration. 
Injeclion intramusculaire de 15 milligrammes. 
Mort : cing heures. Coeur s’arrétant cing 
| minutes aprés la respiration. 
ING 22 40 |Injection intramusculaire de 15 milligrammes. 
Mort : cing heures. Arrét presque simultané 
du coeur et de la respiration. 
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légére, parfois nulle, dans les premiéres phases de l’intoxica- 
tion et jasqu’a l'arrét de la respiration; elle s’accentue d’habitude 
entre l’arrét de la respiration et ]’arrét du cceur, sans jamais 
atteindre des chiffres aussi bas qu’avec les deux venins précé- 
dents, bien que souvent le cceur continue a battre dix ou quinze 
minutes apres larrét définitif des mouvements respiratoires. 

La baisse la plus considérable de la fixation de CO? enregis- 
trée chez un animal, dont la réserve alcaline avant l’expérience 
était déja basse (28), a été de 8 (de 28 a 20 cent. cubes), chez Ja 
plupart des animaux elle a varié entre 2 et 4, tandis qu’avec les 
venins de Crotalus et de Lachesis nous avons enregisiré des 
chutes de plus de 30 p. 100 cent. cubes de plasma. 


CONCLUSION. 


Les dosages réalisés & des inlervalles variables montrent, 
quel que soit le venin étudié, une baisse trés faible de la réserve 
alcaline pendant les premiéres phases de lintoxication ophi- 


152 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dique; les expériences de Houssay et de ses collaborateurs sont 
done confirmées & ce point de vue. Dans la période agonique, 
celte baisse s’accentue en général un peu plus avec le venin de 
Naja, et devient considérable avec les deux venins de Crotaline 
étudiés. 

Celte baisse finale parait liée au mécanisme méme de la 
mort. Parmi les causes capables de modifier 4 ce moment la 
réserve alcaline, les troubles respiratoires doivent étre particu- 
ligrement envisagés. 

Les venins de Crotaline et celui de Naja n/agissent pas de 
facon identique sur la respiration; tous les deux la paralysent, 
mais par des mécanismes trés différents. Les venins de Crotalus 
et celui de Lachests provoquent surtout une intoxication bul- 
baire ; les mouvements respiratoires diminuent d’abord de fré- 
quence, augmentent d’amplitude; la espiration devient ensuite 
presque uniquement diaphragmatique ; les mouvements respt- 
ratoires s’espacent davantage et cessent presque en méme 
temps que les baltements cardiaques. 

Le venin de Naja posséde au contraire une aclion curarisante 
accentuée ; l’asphyxie est produite par la paralysie progressive 
des muscles thoraciques et le cceur peut continuer a battre dix 
ou quinze minutes aprés l’arrét définitif de la respiration. 

Ces troubles respiratoires peuvent expliquer les variations 
tardives de la réserve alcaline, qui ne deviennent trés accusées 
que pendant la période asphyxique finale, ainsi que les diffé- 
rences observées entre les deux types de venins étudiés, dont 
l'un agit sur le bulbe et l'autre est curarisant. 

A coté de ce mécanisme, d’autres phénoménes peuvent inter- 
venir, entre autres l’action du venin sur la cellule hépatique, 
sur la fonction rénale, les variations du glucose et de l’acide 
lactique, du Ca, du K, des phosphates sanguins; tant que les 
variations de ces divers facteurs n’auront pas été bien étudiées 
dans l'intoxication ophidique, il sera impossible d’établir avec 
plus de certitude le mécanisme des variations de la réserve 
alcaline. 
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-ESSAIS DE MODIFICATION /W V/VO 
DES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DE BACILLES TUBERCULEUX DE TYPES HUMAIN 
ET AVIAIRE ET DU BACILLE PARATUBERCULEUX 
DE LA FLEOLE 
PAR L’EXTRAIT ACETONIQUE DE BACILLES DE KOCH 


par L. NEGRE et J. VALTIS 


Nous avons montré, avec F. Van Deinse, que les éléments 
filtrables du bacille tuberculeux reprennent leur virulence chez 
les cobayes auxquels ils ont été inoculés lorsqu’on soumet ces 
animaux a des injections sous-cutanées bi-hebdomadaires de 
1 cent. cube d’extrait acétonique de bacilles de Koch (corres- 
pondant a 1 centigramme de bacilles secs). Nous avons 
constaté, d’aulre part, que la culture des bacilles acido-résis- 
tants issus de ces éléments est facililée par ce traitement et 
que les germes ainsi obtenus ont des caractéres spéciaux. 

Ils peuvent se présenter soit sous la forme de colonies lisses, 
soit sous la forme de colonies rugueuses. Les bavilles des colo- 
nies lisses ne donnent, par inoculation sous-cutanée au cobaye, 
que des lésions ganglionnaires curables. Inoculés dans la veine 
du lapin et de la poule aux doses de 1 milligramme et 
0 milligr. 01, ils tuent ces animaux en trois & cing semaines 
avec une congestion intense des organes qui contiennent un 
trés grand nombre de bacilles. Dans certains cas, on voit sur 
les organes un semis de petites granulations. 

Les bacilles des colonies rugueuses tuberculisent le cobaye 
par inoculation sous-cutanée comme la souche originelle. IIs 
n'ont aucun pouvoir pathogéne pour la poule, mais, par inocu- 
lation intraveineuse de 1 milligramme et 0 milligr. 01 au 
lapin, ils donnent & cet animal un semis de petites granula- 
tions pulmonaires souvent confiuentes qui peuvent s’étendre 


aux autres organes. 


44 ANNALES DE L’°INSTITUT PASTEUR 


Les résultats sont les mémes pour les filtrats de cultures des 
types humain et bovin. 

Lorsque les poumons quisprésentent ces Iésions sont ense- 
mencés sur le milieu de Lowenstein, on obtient trés fréquemment 
des cultures & aspect lisse qui possédent les propriétés patho- 
eénes de celles qui peuvent étre isolées d’emblée des cobayes 
inoculés avec un filtrat et traités par des injections d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch. 

Nous avons, d’autre part, obtenu avec F. Van Deinse et 
J. Beerens les mémes variétés de bacilles & partir des lésions 
de cobayes, inoculés avec des produits suspects de tuberculose 
et traités par des injections d’extrait acétonique de bacilles de 
Koch, produits pour lesquels inoculation seule au cobaye avait 
donné des résultats négatifs. 

Nous nous sommes demandé si les modifications des carac- 
téres des bacilles ainsi obtenus ne proviennent pas de l'action 
prolongée exercée sur eux 2m vivo par extrait acétonique de 
bacilles de Koch. 

Nous avions plusieurs raisons de penser qu'il n’en est pas 
ainsi. En effet, Birkhaug, Saenz, Ninni et Bretey, effectuant 
la dissociation des bacilles tuberculeux par des méthodes autres 
que celle que nous avons employée, ont obtenu des variétés a 
colonies lisses présentant les mémes caractéres que celles que 
nous avons décriltes. 

L’un de nous a, d’autre part, constaté avec Weill-Hallé qu’on 
peut obtenir, par ensemencement direct de liquides céphalo- 
rachidiens de méningites tuberculeuses sur le milieu de 
Lowenstein, sans traitement préalable par l’acide sulfurique, 
des bacilles & colonies rugueuses ou A colonies lisses. 

Un bacille & colonie rugueuse ainsi isolé et trés pathogéne 
pour le cobaye a provoqué l’apparition, chez les lapins inoculés 
dans la veine & la dose de 0 milligr. 04, d'un semis confluent 
de petites granulations pulmonaires et de granulations moins 
nombreuses des autres organes, qui ont guéri dans un délai de 
trois 4 quatre mois. Au bout de cing & six mois de réensemen- 
cements sur pomme de terre glycérinée, ce pouvoir granulo- 
géne pour le lapin a disparu et cette souche s'est comportée 
comme un bacille humain typique. 


Une autre souche s’est présentée, au moment de son isole- 
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ment sur le milieu de Lowenstein, sous la forme de colonies 
lisses qui, inoculées dans la veine du lapin & la dose de 
0 milligr. 04, lui ont donné de grosses lésions pulmonaires sem- 
blables & celles déterminées par un bacille bovin. 

Apres son premier ensemencement sur pomme de terre gly- 
cérinée, cette souche a repris l’aspect rugueux et s'est com- 
portée chez le lapin comme un bacille humain. 

Il est donc prouvé que sans l’action de l’extrait acétonique 
on peut obtenir des souches présentant les caractéres de celles 
que nous avons obtenues par cette méthode. 

Avec F. Van Deinse, nous avons émis Uhypothése que ces 
bacilles paraissent représenter un stade du virus tuberculeux 
moins évolué que le bacille de Koch, puisqu’ils peuvent revétir 
indistinctement les caractéres des trois types humain, bovin et 
aviaire. 

C’est ce que pensent également Saenz et Costil, gui consi- 
dérent la variété S comme la souche primitive dont dérive- 
raient les trois types bacillaires par adaptation progressive aux 
organismes de l'homme, des bovidés et des oiseaux. 

Pour éclairer ce probleme encore si obscur, nous avons 
cherché & nous rendre compte si un type déterminé de bacilles 
tuberculeux ou paraltuberculeux peut subir 2m vivo une certaine 
transformation de ses caractéres pathogénes sous l’influence 
d’injections répétées d’extrait acétonique de bacilles de Koch. 

Nous avons effectué ces expériences avec des bacilles de types 
humain et aviaire et le bacille paratuberculeux de la fléole. 

L’extrait acétonique employé a é6lé préparé avec des cultures 
de bacilles tuberculeux d'origine humaine et bovine: 1 cent. 
cube de cet extrait correspond a 1 centigramme de bacilles 
pesés a1 état sec. 


BacILLES TUBERCULEUX DE TYPE HUMAIN. 


Nous avons étudié l'action de l’extrait acétonique de bacilles 
de Koch sur des souches de type humain : 1° en trailant des 
lapins inoculés dans la veine avec une de ces souches par des 
injections sous-cutanées ou intraveineuses d’extrail acétonique, 
2° en traitant des cobayes inoculés sous la peau avec une 
souche de bacilles tuberculeux d’origine humaine par des injec- 


156 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tions sous-cutanées d’extrait acétonique, puis en isolant, apres 
deux mois de traitement, les bacilles de leurs lésions et en 
éprouvant le pouvoir pathogene de ces germes pour le lapin. 


Expén1ence. — 6 lapins sont inoculés dans la veine avec 0 milligr. 01 de la 
souche humaine B. 4 d’entre eux sont traités deux fois par semaine par des 
injections sous-cutanées de 4 cent cube d’extrait acétonique de bacilles 
de Koch. 2 sont conservés comme témoins. lls sont tous sacrifiés apres 
deux mois de traitement. 

Les lapins traités ont, comme les lapins témoins, 4 a 5 granulations sur 
chaque poumon. 


Expérience. — Le 1° juin 1933, 4 lapins sont inoculés dans la veine avec 
0 milligr. 01 de la souche humaine Ratti.' 

2 d’entre eux recoivent les 3, 7, 10 et 13 juin, 5, 5,5 et 2c. c. d’extrait acé- 
tonique de bacilles de Koch. 

{ lapin traité et 1 lapin témoin sont sacrifiés le 30 juin. Le premier pré- 
sente de nombreuses granulations sur les poumons, alors que le témoin n’a 
que quelques granulations sur cet organe. Les poumons du lapin traité sont 
broyés, traités par l’acide sulfurique et ensemencés sur le milieu de Léwen- 
stein. Une culture a été obtenue. 

Les 2 autres lapins sont sacrifiés le 25 juillet. Les lésions pulmonaires du 
lapin traité sont un peu plus nombreuses que celles des témoins qui ne pré- 
sentent que 5 4 6 Lubercules sur chaque poumon. 


DEUXIEME PASSAGE. 


La culture de la souche humaine Ratti isolée des poumons du lapin traité 
de lexpérience précédente est inoculée le 14e* aout 1933, a la dose de 
0 milligr. 01 dans la veine de 4 lapins. 2 sont traités par quatre injections 
intraveineuses de 2c. c. 5d’extrait acétonique de bacilles de Koch, dans les 
dix jours qui suivent l’inoculation. 

Les 4 lapins sont sacrifiés le 30 octobre 1933. Un lapin traité et un lapin 
témoin ont de nombreuses granulations sur les poumons et 2 ou 3 tubercules 
sur les reins. 

Les lésions du lapin traité sont ensemencées sur milieu de Lowenstein et 
ont donné une culture. Le 2 autres, 4 traité et 1 témoin, n’ont sur les pou- 
mons que quelques rares granulations. 


TROISIEME PASSAGE, 


Le 24 janvier 1934, 6 lapins regoivent dans la veine 0 milligr. 04 de la souche 
isolée du lapin traité de l’expérience précédente. 

4 d’entre eux recoivent quatre injections intraveineuses de 2 c.c. 5 d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch dans les dix jours qui suivent l’inoculation. 

Sacrifiés le 17 mars, les lapins traités n'ont, comme les témoins, que 
quelques rares granulations sur les poumons. 


La méme expérience, recommencée avec une autre souche 


de bacilles tuberculeux d’origine humaine récemment isolée, a 
donné les mémes résultats. 
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Il n’a donc pas été possible d’exalter le pouvoir pathogéne du 
bacille tuberculeux de type humain pour le lapin par des injec- 
tions sous-cutanées ou intraveineuses d’extrait acétonique de 
bacilles de Koch. 


Expirtence. — Le 4 septembre 1934, 6 cobayes recoivent sous la peau 
0 milligr. 01 de la souche humaine B. IIs sont traités deux fois par semaine 
pendant deux mois par des injections sous-culanées de 4 cent. cube d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch. Ils sont sacrifiés le 13 novembre suivant et 
leurs lésions sont ensemencées sur le milieu de Lowenstein. 

La culture 4 colonies rugueuses, obtenue de l'un de ces animaux, est ino- 
culée le 5 décembre dans la veine de 4 lapins 4 la dose de 0 milligr. 01. 

2 Japins ont été sacrifiés le 2 janvier. Ils présentaient quelques rares 
granulations sur les poumons. 

Les 2 autres lapins ont élé aulopsiés quinze jours plus tard. L’un n’ayait 
aucune lésion, l'autre quelques rares granulations pulmonaires. 


La méme expérience a été répétée avec une aulre souche de 
bacilles tuberculeux d’origine humaine et a donné les mémes 
résultats. 

La souche de bacilles tuberculeux d’origine humaine, isolée 
d'un cobaye qui a élé soumis pendant deux mois a des injec- 
tions sous-cutanées bi-hebdomadaires dextrait acétonique de 
bacilles de Koch, n’a done subi aucune modification de ses 
propriétés pathogénes pour le lapin. 


BACILLES TUBERCULEUX DE TYPE AVIAIRE. 


On sait que les bacilles de type aviaire (variété lisse) ne 
donnent, par inoculation sous-cutanée au cobaye, que des 
lésions ganglionnaires localisées au point d’inoculation. Nous 
avons essayé de nous rendre compte si, chez des cobayes ino- 
culés avec ce germe, le traitement régulier par des injeclions 
bi-hebdomadaires d’extrait acétonique de bacilles de Koch sous 
la peau, activerait la généralisation aux organes de l’infection 
locale déterminée par ce bacille et modifierait ainsi ses pro- 
priétés pathogénes pour cet avimal. 


Expfirience. — Le 25 novembre 1930, 14 cobayes sont inoculés sous la peau 
de l’aine droite avec 15 milligrammes de bacilles aviaires. 7 sont trailés par 
des injections sous-cutanées bi-hebdomadaires de 1 cent. cule d'extrait acé- 
tonique de bacilles de Koch, 4 sont conservés comme témoins. Le 4 décembre, 
2 cobayes traités et 1 témoin meurent. Tous 3 ont leurs ganglions inguinaux 
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et sous-lombaires droits hypertrophiés, contenant de nombreux bacilles. Le 
10 décembre, 3 cobayes traités meurent avec un abcés et un gros ganglion 
au point inoculé, et leur ganglion sous-lombaire droit hypertrophié. Le pus 
et les ganglions renferment de tres nombreux bacilles. Du 12 au 16 décembre, 
2 cobayes témoins meurent. Ils présentent une légére hypertrophie des 
ganglions inguinaux et sous lombaires droits qui contiennent de rares 
bacilles. Les 26 et 31 décembre, les derniers cobayes, 2 traités et 1 témoin, 
sont sacrifiés. Les traités A et B présentent au point d’inoculation un chancre 
avec un gros abcés et un gros ganglion sous-lombaire droit. Toutes ces lésions 
fourmillent de bacilles. La rate et le foie hypertrophiés contiennent de rares 
bacilles. Le cobaye témoin a un abcés au point inoculé, avec hypertrophie 
des ganglions inguinal et sous-lombaire droils, qui contiennent de rares 
bacilles. On n’en trouve pas dans la rate, qui est légerement hypertrophiée. 


B. AVIAIRE : DEUXIEME PASSAGE. 


Le pus de Vabeés, le ganglion sous-lombaire et la rate du cobaye traité (A), 
mort le 26 décembre, sont broyés et inoculés sous la peau de 8 cobayes le 
26 décembre 1930. 

7 de ces cobayes sont traités par des injections sous-culanées bi hebdoma- 
daires de 1 cent. cube d’extrait acétonique. 3 d’entre eux meurent prématu- 
rément. 4 meurt le 2 janvier 1931, il présente un abcés au point d inoculation 
dont le pus contient de nombreux bacilles acido-résistants; le ganglion 
sous-lombaire droit est augmenté de volume, mais on n’y décéle pas de 
bacilles. Le 10 janvier 1931, 1 autre cobaye meurt avec un chancre au point 
dinoculation et un gros ganglion inguinal droit. Le ganglion sous-lombaire 
droit est légérement hypertrophié, mais ces ganglions ne contiennent pas de 
bacilles acido résistants. Un autre cobaye meurt le 12 janvier 1934, il présente 
un gros ganglion inguinal droit avec chancre, et un petit ganglion sous-lom- 
baire droit. 1 cobaye traité (C) est sacrifié le 29 janvier, il présente un gros 
ganglion sous-lombaire, la rate est hypertrophiée. Le cobaye non traité pré- 
sente un gros ganglion caséeux au point d‘inoculation, un gros ganglion 
sous-lombaire caséeux contenant des bacilles acido-résistants. 


B. AVIAIRE : TROISIEME PASSAGE. 


Le 29 janvier 1931, 6 cobayes regoivent sous la peau les ganglions et les 
organes broyés du cobaye traité (C) de lexpérience précédente. 3 d’entre 
eux sont traités par des injections sous-cutanées bi-hebdomadaires d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch. 1 cobaye traité meurt prématurément. Le 
deuxiéme cobaye traité meurt le 19 février; il présente un gros ganglion 
inguinal au point d’inoculation et un gros ganglion sous-lombaire qui contien- 
nent de nombreux bacilles; la rate est hypertrophiée, mais ne présente pas 
de granulations et ne contient pas de bacilles. Le dernier cobaye traité (D) est 
sacrifié le 30 avril; le ganglion inguinal droit, gros comme une noisette, est 
ulcéré a la peau et caséeux en certains points. Il n’y a pas de ganglion sous- 
lombaire ; les ganglions trachéo-bronchiques sont hypertrophiés, de méme 
que la rate qui a l'aspect granuleux, mais ne contient pas de bacilles. 

Les cobayes témoins non traités meurent, l'un le 7 février avec, au point 
inoculé, un abcés contenant des bacilles tuberculeux trés nombreux. Le gan- 
glion sous-lombaire droit est hypertrophié sans bacilles tuberculeux. 


: 
: 
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Le deuxiéme témoin meurt le 9 février avec un gros ganglion au point 
inoculé, ne contenant pas de bacilles tuberculeux. Le troisiéme, sacrifié le 
3 mai, ne présente aucun ganglion. 


QUATRIEME PASSAGE, 


Le 30 avril, 4 cobayes recoivent sous la peau les ganglions et la rate broyés 
du cobaye traité (D) du troisiéme passage sacrifié le méme jour. Un est 
sacrifié le 13 mai; il présente au point d'inoculation un gros abces dans le 
pus duquel on ne trouve pas de bacilles acido-résistants. Ce pus, trailé par 
la soude, est ensemencé sur pomme de terre glycérinée et sur milieu de 
Petroff. Cet ensemencement reste négatif. Les 3 autres cobayes sont sacrifiés 
le 22 juin; leurs ganglions inguinaux normaux ne contiennent pas de bacilles 
acido-résistants. 


Malgré les passages successifs d’un bacille aviaire dans I’ orga- 
nisme de cobayes soumis 4 des injections bi-hebdomadaires 
d’extrait acétonique de bacilles de Koch, et malgré l’activation 
des lésions locales déterminée par ce traitement, il ne nous a 
pas été possible de provoquer la généralisation de cetle infec- 
tion aux organes de ces animaux et de modifier ainsi les pro- 
priétés pathogénes du bacille aviaire pour le cobaye. 


BAcILLE PARATUBERCULEUX DE LA FLEOLE. 


Nous avons répété, avec le bacille paratuberculeux de la 
fléole, l’expérience que nous avons effectuée chez le cobaye 
avec le bacille aviaire. 


Exeérimence. — 13 cobayes recoivent, le 4 novembre 1930, sous la peau de 
laine droite, 20 milligrammes de bacilles de la fléole. 8 sont traités deux 
fois par semaine par des injections sous-cutanées de 1 cent. cube d’extrait 
acétonique de bacilles de Koch et 5 sont conservés comme témoins. Du 
28 novembre au 2 décembre, 4 cobayes traités meurent. L’un ne présente 
aucune lésion; le second a, au point d’inoculation, un ganglion inguinal et, 
du méme coté, un ganglion sous-lombaire hypertrophiés, contenant des 
bacilles acido-résistants épais et granuleux. Les 2 autres cobayes ont, au 
point inoculé, un gros abcés dont le pus contient un nombre énorme de 
bacilles acido-résistants, épais, granuleux et longs, alors qu’il ne peut pas en 
étre décelé dans les ganglions sous:lombaires tres hypertrophiés. Au méme 
moment, 2 cobayes témoins meurent L’un n’a aucune lésion, |’autre présente 
un ganglion inguinal et un ganglion sous-lombaire droits légerement hyper- 
trophiés, sans qu’on puisse y mettre en évidence des bacilles acido-résistants. 
Le 30 décembre, un autre cobaye (A) traité est sacrifié. Ii présente, au point 
inoculé, deux ganglions inguinaux dont l'un, abcédé, ayant les dimensions 
d'une noisette, contient de tres nombreux bacilles acido-résistants, qui sont 
aussi présents, quoique en moins grande quantité, dans le ganglion sous- 
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lombaire droit trés fortement hypertrophié. La rate est augmentée de 
volume, mais sans bacilles. Deux jours aprés, 1 cobay témvin meurt. lla 
dans laine droite un petit abcés dont le pus contien des bacilles acido- 
résistants. Son ganglion sous-lombaire droit n’est pas hypertrophié. 3 autres 
cobayes traités meurent le 6 février et les 3 et 4 mars 1931. L’un présente un 
abcés dans l’aine droite et un ganglion sous-lombaire droit hypertrophié, 
dans lesquels on ne trouve pas de bacilles. Les deux autres n’ont aucune 
lésion, de méme que les 2 derniers cobayes témoins sacrifiés au méme 
moment. 


Les injections sous-cutanées d’extrait acétonique de bacilles 
de Koch ont donc activé les Iésions locales déterminées par 
l'injection sous-cutanée de bacilles de la fléole au cobaye. Les 
animaux traités ont présenté des abcés plus précoces et plus 
volumineux, avec apparition, dans certains cas, d'un gros gan- 
glion inguinal et avec hypertrophic plus marquée du ganglion 
sous-lombaire. Mais le fait le plus frappant a été la pullulation, 
dans les lésions des cobayes trailés, des bacilles acido-résistants 
qui sont restés beaucoup plus rares chez les non traités. 


BACILLE DE LA FLEOLE : DEUXIEME PASSAGE. 


Le 30 décembre, les ganglions inguinaux du cobaye traité (A) sont broyés 
et inoculés sous la peau de 9 cobayes quisont traités par des injections sous- 
cutanées bi-hebdomataires d'extrait acétonique de bacilles de Koch. 4 d’entre 
eux meurent prématurément; 4 cobaye traité meurt le 412 janvier avec, au 
point inoculé, un abcés dont le pus fluide contient de rares bacilles acido- 
résistants. 1 autre meurt le 22 janvier avec un gros ganglion sous-lombaire 
contenant de rares bacilles, 1 autre cobaye traité meurt le 26 janvier avec 
une escarre au point dinoculation et un ganglion sous-lombaire droit hyper- 
trophié sans bacilles. 1 autre meurt le 6 février avec une escarre au point 
dinoculation et un ganglion inguinal et sous-lombaire hypertrophiés conte - 
nant de rares bacilles acido-résistants. Le dernier cobaye (B) est sacrifié le 
24 avril; il présente un ganglion inguinal non caséeux de la grosseur d'un 
petit pois et un ganglion sous-lombaire droit non caséeux comme un petit 
haricot, avec de rares bacilles; la rate hypertrophiée est granuleuse, mais 
ne présente pas de tubercules. 


BACILLE DE LA FLEOLE : TROISIRME PASSAGE. 


Le 27 avril 1931, 4 cobayes regoivent sous la peau les ganglions et la rate 
broyés du cobaye B de l'expérience précédente. Ils sont traités par des injec- 
tions sous-cutanées bi-hebdomadaires de 4 cent. cube d’extrail acétonique de 
bacilles de Koch. Le 8 mai 4931, 1 meurt avec un abcés inguinal ouvert a la 
peau et deux petits ganglions inguinaux droils dela grosseur d'un petit pois 
On ne trouve pas de bacilles acido-résistants dans les ganglions, ni dans ie 
pus de l’abcés. 

Le deuxiéme cobaye (C) meurt le 41 mai 1931, avec un abcés au point 
dinoculation et un ganglion inguinal de la grosseur d’un petit pois. On n’y 
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trouve pas de bacilles acido-résistants. Ce ganglion, ainsi qu'un ganglion 
sous-lombaire droit légérement hypertrophié et dans lequel on n’a pas trouvé 
de bacilles acido-résistants sont broyés et ensemencés apres traitement par 
la soude sur le milieu de Petroff et sur pomme de terre glycérinée. Aucune 
cullure ne s'est développée sur ces milieux. Le troisitme cobaye meurt le 
23 mai avec un ganglion inguinal hypertrophié contenant de rares hacilles 
acido-résistants Le 15 juin, le dernier cobaye survivant est sacrifié; le gan- 
glion inguinal et sous-lombaire droit sont légtrement hypertrophiés et ne 
contiennent pas de bacilles acido-résistants. 


BACILLE DE LA FLEOLE : QUATRIEME PASSAGE. 


Le 11 mai 1931, 4 cobayes recoivent sous la peau les ganglions broyés du 
cobaye (C) de lexpérience précédente. 1 meurt le 18 mai; 1 le 23 mai avec 
des ganglions inguinaux hypertrophiés contenant quelques bacilles de Koch. 
Le 2 juillet, les deux survivants sont sacrifiés, 1 a un ganglion inguinal 
hypertrophié, pas de bacilles de Koch, l'autre a un ganglion inguinal et 
un ganglion sous-lombaire hypertrophiés, pas de bacilles de Koch. 


Comme pour le bacille aviaire, le traitement par des injec- 
tions sous-cutanées d’extrait acétonique de bacilles de Koch 
chez des cobayes inoculés avec le bacille paraltuberculeux de 
la fléole a activé la multiplication des bacilles dans les lésions 
locales déterminées par ce germe, mais n’a pas entrainé leur 
généralisation aux autres organes. 


CONCLUSIONS. 


Il ressort de ces expériences que, chez des lapins inoculés 
dans la veine avec 0 milligr. 01 de diverses souches de bacilles 
tuberculeux humains et soumis a des injections sous-cutanées 
ou intraveineuses répétées d’extrait acétonique de bacilles de 
Koch, le pouvoir pathogene de ces germes pour ces animaux 
n’a pas été sensiblement augmenteé. 

Les bacilles humains, isolés des lésions de cobayes soumis 
pendant deux mois & des injections sous-culanées bi-hebdo- 
madaires d’extrait acétonique de bacilles de Koch et inoculés 
a des lapins par la voie veineuse a Ja dose de 0 milligr. OL, 
ne sonl pas devenus plus virulents pour ces animaux que les 
souches originelles. 

Plusieurs passages successils de bacilles aviaires ou de 
bacilles paratuberculeux de la fléole chez des cobayes soumis a 
des injections répétées du méme extrait pendant plusieurs 
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semaines, n'ont entrainé aucune généralisation aux organes 
des lésions locales déterminées chez ces animaux par l’'inocu- 
lation sous-cutanée de ces germes, malgré leur multiplication 
plus abondante sous l’influence de ce traitement. 

Nous pouvons en conclure que les caracttres spéciaux des 
souches de bacilles tuberculeux, que nous isolons par la méthode 
des injections d’extrait acétonique de bacilles de Koch, ne 
proviennent pas d’une modification de leurs propriétés biolo- 
giques sous l’influence de ce traitement. 
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ETUDE 
DE L‘ANTIGENE RESIDUEL DES FILTRATS DE CULTURE 
DES BACILLES TUBERCULEUX 
SUR MILIEU SYNTHETIQUE 


par G. SANDOR et W. SCHAEFER. 


(Unstitut Pasteur. Laboratoire de recherches 
sur la tuberculose.) 


Liantigéne résiduel est le terme donné par H. Zinsser (1) 
pour désigner les fractions non protéidiques des extraits ou des 
milieux de culture des microbes qui fixent le complément ou 
donnent des réactions de précipilation en présence des sérums 
de malades. Ces fractions sont des polyholosides auxquels on 
accorde de plus en plus dimportance dans la biologie des 
infeclioas. 

D’extraits obtenus & partir des bacilles de Koch, H. Zinsser 
isola une substance précipitante [4]. Celle-ci contenait des 
impuretés protéidiques. Mueller [2] oblint a partir de la vieille 
tuberculine un polyholoside précipitant, mais la purification de 
celui-ci ne fut pas poussée trés loin. Laidlaw et Dudley [3] par- 
tant des corps bacillaires isolérent par précipitation fractionnée 
au moyen d/alcool, un polyholoside précipitant. Masucci, 
Me Alpine et J. Glenn [4] fractionnérent le milieu de culture 
synthétique des bacilles et obtinrent aussi un polyholoside 
précipitant. Toutes ces substances renferment encore des traces 
d’azote et beaucoup de cendres. Illes ne sont pas réductrices 
avant I’hydrolyse et leur pouvoir réducteur oscille aux environs 
de 50 p. 100 aprés l'hydrolyse. Elles contiennent toutes des 
pentoses. 

Plus récemment, Heidelberger et Menzel [5] ont isolé et carac- 
térisé plusieurs polyholosides précipitants a partir d’extraits 
bacillaires. 

Précédemment, nous avons montré /6] que le mélange com- 
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plexe de polyholosides et de protéides que l’on précipite du 
milieu de cullure synthétique des bacilles tuberculeux par le 
sulfate d’ammonium a salutation, contient un anligéne fixa- 
teur spécifique, différent de l’anligéne lipoidique. Dans ce 
mémoire, nous étudierons plus particuligrement les propriétés 
fixatrices du complément de la fraction polyholosidique de ce 
précipité complexe. 


DEeEscrIPTION DES EXPERIENCES. 


Des filtrats sur filtre de Seitz (plaque d’amiante « pour 
sérum ») de cultures de bacilles tuberculeux (souche bovine 
Vailée) en milieu de Sauton, agées de six semaines, furent 
saturés par le sulfate d’ammonium et le précipité, éliminé par 
centrifugation, fut dissous dans l’eau, dialysé dans des sacs de 
collodion. puis desséché dans le vide sulfurique. La poudre 
jaune ainsi obtenue conlient 1/4 & 1/3 de son poids de poly- 
holosides et le reste des protéides. L’acide trichloracétique & 
10 p. 100 précipite ces derniers et les eaux-méres contiennent 
des polyholosides exempts d’azote (Seibert {7]). 

On dissout les gluco-protéides dans l'eau distillée & l'aide de 
quelques gouttes de soude diluée, puis on ajoute a la solution 
20 p. 100 de son volume d'une solution d’acide trichloracélique 
a 40 p. 100. Au bout d'une demi-heure, les protéides sont éli- 
minés par centrifugation, dissous dans l'eau & la neutralité et 
précipités de nouveau par l’acide trichloracétique. Ceite opéra- 
tion est répélée encore une fois, puis le précipité est dissous 
dans l’eau, dialysé pendant quarante-huit heures contre de 
"eau distillée, enfin desséché dans le vide sulfurique. 

Pour isoler les polyholosides, on ajoute aux eaux-méres et 
aux eaux de lavage réunies, trois fois leur volume d’alcool a 96° 
et leur yolume d’éther anhydre. Les polyholosides sont éliminés 
par centrifugation, dissous dans l’eau, puis précipités de nou- 
veau par lalcool et l’éther dans le mélange indiqué ci-dessus, 
en présence d’acide trichloracétique a 8 p. 100. Le précipité 
est recueilli par centrifugation au bout d’une heure, lavé plu- 
sieurs fois & l’éther et desséché dans le vide sulfurique (4). 


_(t) Nous remarquons que, pour obtenir un hapléne actif, chaque partie de 
l'opération a son importance. En particulier: a) Si au lieu de dialyser, on 
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Tasxeao I. — Constitution chimique des protéides et des polyholosides 
contenu dans le milieu de culture des bacilles de Koch. 


Np P POUVOIR EXTRAIT 
, réducteur lipotaique 
Pee pa’ p. 100 p. 100 
IRONS, os 6 a6 44,7 0,14 Indosable. 6,7 a7 
Polyholosides? =... 0 0 86 a 87,2 2,8 


Le dosage d’azote fut effectué par la méthode de Kjeldahl, celui du phos- 
phore daprés celle de M. A. Machebceuf (8) et le pouvoir réducteur aprés 
Vhydrolyse acide (120° pendant une heure en présence d’acide sulfurique 
normal) parla méthode de G. Bertrand. Nous avons obtenu l'extrait lipoidique 
parla méthode de Kumagawa-Suto. 


Les protéides et les polyholosides ainsi obtenus étaient aussi 
purs que peuvent létre des colluides complexes. En particu- 
lier, les polyholosides ne contenaient ni azote ni phosphore 
en quantilé dosable; cependant, malgré le traitement a l’alcool 
et l’éther, ils contenaient encore presque 3 p. 100 de substances 
lipoidiques (tableau I). 


L’ACTIVITE SEROLOGIQUE COMPAREE DES PROTEIDES, 
DES POLYHOLOSIDES ET DE L’EXTRAIT LIPOIDIQUE OBTENU 
A PARTIR DE CES DERNIERS. 


Nous avons fait des réaclions de fixation du complément avec 
les gluco-protéides bruts, les protéides et les po yholosides 
isolés et l’extrait lipoidique de ces derniers vis-a-vis de plu- 
sieurs sérums de chevaux qui avaient recu des injections de 
bacilles BCG vivants et de plusieurs sérums antiprotéidiques et 
antilipoidiques de Japins. Les sérums antiprotéidiques furent 
obtenus en injectant, dans la veine de Voreille des lapins, six 
fois de suite & trois jours d’intervalle, 10 milligrammes de 
eluco-protéides bruts (1). Les séruims antilipoidiques prove- 


lave les protéides par l’éther pour éliminer l’acide trichloracétique, les pro- 
téides acquiérent des propriétés anticomplémentaires puissantes qui les 
rendent inutilisables pour des études sérologiques. b) Les deux premiéres 
eaux-meres de précipitation des protéides contiennent encore des quanlilés 
importantes de hapténes (jusqu’a 1/5 de lactivite totale des polyholosides). 
c) Si on précipite les polyholosides par Valcool et l’éther en absence d'acide 
trichloracétique, certaines fractions ne précipitent que tres mal et ces frac- 
tions peuvent étre trés actives du point de vue de la fixation du comp!ément. 

(1) Laconstilution chimique de ce protéide brut a été indiquée précédem- 
ment: W. Scuarrer et Sanpor : Ces Annales, 53, 72, 1934. 
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naient de lapins qui avaient recu six injections intraveineuses 
de 3 cent. cubes d’antigéne méthylique de Boquet et Négre 
émulsionné dans l'eau physialogique. 

Nous avons effectué un grand nombre d’expériences avec 
plusieurs préparations antigéniques. Nous avons trouvé cer- 
taines différences dans le comportement sérologique des pro- 
téides et des polyholosides (tableau II). 

Il y a manifestement un certain parallélisme entre la teneur 
des sérums en anticorps antiproléidiques et antipolyholosi- 
diques. Ceci est surtout net lorsqu’il s’agit des sérums oblenus 
par l’injection des bacilles complets. En effet, le sérum de 
cheval anti-BCG vivant n° 64 ne contient pas d’anticorps anti- 
polyholosidiques, mais il ne contient pas non plus d’anticorps 
antiprotéidiques, tandis que les sérums anti-BCG 65 et 66 
contiennent & la fois des anticorps antipolyholosidiques et anti- 
protéidiques. Cependant, ce parallélisme n’est pas obligatoire 
lorsqu'il s’agit de sérums antiprotéidiques. Les sérums anti- 
protéidiques de lapins 19-20 et 21-22 réagissaient de préférence 
avec les polyholosides et ne réagissaient que d’une facon incon- 
stante avec les protéides purs, tandis que les sérums 43/44 
et 44 45 réagissaient tout au contraire seulement avec les pro- 
téides purs. 

L’interprétation de ces résultats est trés difficile parce que 
des préparations qui sont apparemment comparables en tous 
points produisent tantot des anticorps antiproltéidiques et tantot 
des anticorps antipolyholosidiques. Il n’est pas impossible que 
les spécificités sérologiques dépendent d’autres facteurs que la 
nature chimique des hapténes. 

Cependant, un fail est certain. C’est que les polyholosides ne 
réagissent pas par lintermédiaire des substances lipoidiques 
qu’ils ont adsorbées. D’une part, les anticorps antilipoidiques 
ne réagissent pas avec les polyholosides et enfin l’extrait lipo- 
idique des polyholosides est inactif du point de vue sérolo- 
gique (1). Nos polyholosides correspondaient donc bien & la 
définition des antigénes résiduels et nous les avons fractionnés 
pour voir s’ils ne contiennent pas des fractions inactives. 


; a En feng les polyholosides contiennent des substances lipoidiques 
tableau I). 
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Tasieau II. — Comparaison de l’activité sérologique des polyholosides 
et des protéides vis-A-vis de différents anti-sérums. 


SERUM SERUMS GERSe 
de cheval de lapins _ anti- 
anti-BCG anti-protéidiques lipoidiques 

en unités 
64 65 | 66 | 19/21 | 20/21 |42/43/43/44] B13 | B14 
Polyholosides : 
Totios eaetae ee) tA h0R- aoe al 1996/4983 0 
Tiere serene ert 0 4/128 1/500 0 
Lia to eke, 1/64 | 1/32 |41/16 0 
Uae ts. oon, 0 1/32 1/32 1/2000 0 
\ocih ait asae Cason 4/32 | 4/8 0 
SL dt alin eres 1/64 0 | 0 
Glucoprotéides bruts: 
Meee tees caesar: |e) 1/36 | 1/64 0 {4/81 0 
Licwtery fee se eel 1/64 1/32 0 
Viera Win ante 4/64 | 1/32 | 4/16 0 
Protéides purs : 
Ie 4/320 1/108 0 
LV ERIE Se coe she oleae 0 0 |4/16 0 
Naa Ss rele oat sr 0 1/256] 0 
We re Patera: 4/128 1/64/1/64 
Antigéne méthylique.| 1/270 | 1/270 0 375 
Kazlruit lipoidique des 
polyholosides. . . . 0 


0c. c. 25 d’alexine diluée au 41/15 (2.5 4 5 unités) furent mélangés avec 
0 c.c. 25 d'antigéne Ades dilutions variables et 0 c.c. 25 d’antisérum au 1/4 
et maintenus A l’étuve & 37° pendant une heure. Puis, on ajouta 4 chaque 
tube 0c. c. 5 d'un mélange de parties égales de globules rouges de mouton 
a5 p. 100 et de sérum hémolytique (5 unités hémolytiyues). On remit les 
tubes a l’étuve pendant une demi-heure, et on nota le résultat de la fixation 
d’alexine. Les fractions de milligramme des différents antigénes qui figurent 
dans le tableau représentent les doses minima qui donnaient encore une 
fixation compléte de lalexine. Pour l’antigéne méthylique, les dilutions 
furent indiquées par rapport a la solution alcoolique initiale ; les activités 
sont exprimées en fractions de centimétre cube. Dans le cas du sérum anti- 
lipoidique, nous avons employé l’antigéne méthylique a dose constante (1/20) 
et c’est l’antisérum qui fut dilué a des taux variables. Dans ce cas, l/activité 
est exprimée par le nombre d'unités d’alexine fixé par 1 cent. cube de 


sérum. 
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FRACTIONNEMENT DES POLYHOLOSIDES ET ACTIVITE SEROLOGIQUE 
DES DIFFERENTES FRACTIONS. 


Nous avons fractionné les polyholosides par l’alcool méthy- 
lique. Une méthode analogue fut déja employée par 
Masucci [4] et Heidelberger (5). Elle est trés commode parce 
que l'alcool méthylique étant tres volatil, on s’en débarasse 
tres facilement en séchant les fractions dans le vide sulfu- 
rique 

Dans des expériences préliminaires, nous avons observé que 
les fractions qui précipitent par des concentrations relativement 
faibles d’alcool méthylique sont en général moins actives que 
celles qui précipitent par des concentrations plus élevées. 
(Tableau Hl. Séries 1, 2 et 3). Cependant, les polyholosides 
contiennent principalement deux fractions, l'une active et 
Vautre inactive ct, pour les séparer d’une fagon quantitative, 
il faut une concentration d’alcool méthylique bien délerminée. 
La presque totalité des polyholosides précipite & une concen- 
tration d’alcool méthylique de 50 p. 100 et cette fraction est 
pratiquement inactive; entre 50 et 85 p. 100, on précipite une 
fraction relativement trés petile, mais qui pratiquement 
entraine toule substance active (1); 8 une concentration plus 
élevée que 85 p. 100, il ne reste en solution que des traces de 
substances pratiquement inactives. (Tableau [If. Séries 4, 5 
et 6). Les fractions inactives ont une grande tendance & 
entrainer la substance aclive, et il faut les laver par plusieurs 
dissolutions et précipitations pour les en débarrasser. 


TastEau II], — Fractionnement des polyholosides tuberculiniques 
et activité fixatrice des différentes fractions obtenues. 


Le fractionnement fut effectué par lalcool méthylique a des concentra- 
tions variables. Les fractions furent séchées, puis dissoutes dans de l'eau 
physiologique 49 p. 4.000. La réaction de déviation du complément fut effec- 
tuée en présence de 0. c. c. 25 de sérum de cheval anti-B.C.G. au quart, 
ou de sérum anliprotéidique de lapin auméme taux et de 0c. c. 25 de dilu- 
tions variables des antigénes. Les chiffres expriment les poids minima des 
différents antigénes qui ont encore fixé 2,5 unilés d’alexine. 


(1) Cette fraction posséde non seulement un pouvoir fixateur d’alexine 
trés élevé, maiselle est capable aussi de floculer avec les sérums anti-BCG 
de cheval (jusqu’é la dose de 4/100 de milligramme environ) propriété qui 
n’avait pas été constatée dans les fractions moins purifiées. 
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PREMIERE SERIE D’EXPERIENCES. 


1° PoLYHOLOSIDE N° 1. Sérum de cheval anti-BCG65 : 
FRACTION OBTENUE 


pour 
une concentration 
POLYHOLOSIDE dalcool méthylique de 

complet ee ee 

Oa 32 a 
Op.100 32p.100 70 p. 100 

Activité fixatrice 4.0 60. 1/200 4/16 4/32 4/500 

Poids de polyholoside p.100. 100 19 56 25 


2° POLYHOLOSIDE N° 2. Sérum de cheval anti-BCG 65 : 


FRACTION OBTENUE 
pour 
une concentration 
d’alcool méthylique de 


ee nee 


Oa 40a 70a 

40 p. 100 70 p. 100 85 p. 100 

Activité fixatrice ... sooo HyH 1/4100 1/2050 
Poids de polyholoside | p. “100. Pete Seo 4,6 7,6 


3° POLYHOLOSIDE N° 3. Sérum de cheval anti-BCG65 : 


FRACTION OBTENUE 
pour 
une concentration 
d’alcool méthylique de 


Oa 40 a 
40 p. 100 85 p. 100 
Activité fixatrice ... . See SEO ON ae 4/32 4/32 
Poids de polyholoside p. 400. at Geno Drie e 75 25 


Comme nous le voyons, une premiére précipitation a une concentration 
d’alcool méthylique de 40 p. 100 n’élimine pas toujours les fractions inac” 


tives. 
DEUXIEME SERIE D’EXPERIENCES. 


4° POLYHOLOSIDE N° 5: 
FRACTION PRECIPITANT 


pour 
, une concentration 
ACTIVITE FIXATRICE =POLYHOLOSIDE d'alcool méthylique de 
en présence de sérum complet eee 
0a 00 a Reste (1) 
50 p. 100 85 Be 100 (cent. cube) 
/ NE OKO WGieal oan 5 on WIRY) 0 1/256 1/16 
Anti-BCG66 . . ae 2G 0 4/256 4/16 
Anti-protéidei9 ..... 4/42 » 4/320 » 
Poids de polyholoside, p. 100. 100 96 4 Traces. 


(1) Lereste est constitué par les substances qui restent en solution en pré- 
sence d’une concentration d’alcool méthylique de 85 p. 100. Lorsqu’on purifie 
cette fraction, elle perd toute activité. (Voir série n° 6 et la méthode décrite 


dans le texte). 
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5° PoOLYHOLOSIDE N° 6 : , 
FRACTION PRECIPITANT 
pour 
<une concentration d alcool méthylique de 
ACTIVITE FIXATRICE Oa Oa 50 A Reste 
en présence du sérum 2 ES Ee eee 
50 p 100 50p.100 85 p. 100 Ill 
I la Il (cent. cube) 


AMIIEIC(E iE 5 5 6 clo 6 oo 4/8 4/532 4/532 4/16 
Anti-protéide19, dilué au 1/410. 0 4/128 4/128 4/16 
Poids de polyholoside p. 100. 94,5 165 3,85 Traces. 


6° PoLyHoLosipE N° 7. Sérum anli-BCG65. 


DESIGNATION DES FRACTIONS 


I la Il Ill 
Activité irxatrices eisai an see 1/8 1/32 4/1000 Traces. 
Poids de polyholoside, p. 100. 91,5 6,5 DP Traces. 


Pour la série 5, la fraction Ia) représente le précipité brut qui se forme 
lorsqu’on ajoute aux eaux-méres de précipitation de la fraction I leur volume 
dalcool méthylique absolu. Comme nous le voyons, ce précipité peut étre 
aussi actif que la fraction II elleeméme. Cependant, ce fait n'est du qu’a 
Vadsorbabilité extraordinaire de la substance active, en effet en reprécipi- 
tant de nouveau la fraction Ia) par Valcool a 50 p. 100, on obtient toujours un 


précipité qui est relativement peu actif (série n° 6 el méthode décrite dans 
le texte). 


Finalement nous avons adopté la méthode suivante : les 
polyholosides furent dissous dans leau distillée & raison 
de 1 p. 100, et nous les avons précipités par leur volume 
d’alcool méthylique absolu dans des tubes a centrifuger tarés. 
Le précipité fut lavé & Valcool méthylique & 50 p. 100, 
puis a l’alcool méthylique pur, et séché dans le vide sulfu- 
rique. Il fut dissous de nouveau dans l’eau distillée a 
une concentration de 2 p. 100 et précipité par laleool méthy- 
lique a 50 p. 100. Cette opération fut répétée encore une fois 
(polyholoside n° I). Les eaux-méres et les eaux de lavage réu- 
nies furent concentrées dans le vide & basse température. 
Pendant l’évaporation un précipité apparut, qui fut recueilli, 
lavé & Valcool méthylique, puis séché dans le vide sulfurique. 
Au filtrat, nous avons ajouté son volume d'alcool méthylique, 
un nouveau précipité apparut qui fut lavé a alcool méthy- 
lique & 50 p. 100, puis & Valeool méthylique absolu, séché et 
pesé, dissous de nouveau dans un peu d’eau et précipité par un 
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volume d’alcool méthylique égal au volume d’eau (polyholo- 
side la). Les eaux-méres et les eaux de lavage réunies furent 
presque complétement évaporées dans le vide, puis on leur 
ajouta quatre & cing fois leur volume d’alcool méthylique, un 
précipité apparut qui fut lavé et séché. Les eaux-meres finales 
furent concentrées dans le vide et précipilées par quatre & 
cing fois leur volume d’alcool méthylique. Le précipité qui se 
forma, mélangé au précédent, constitue le polyholoside n° II. 
Finalement, on chassa l’alcool méthylique des eavx-méeres 
(polyholoside n° III). 

Cette méthode de fractionnement donne des résultats tres 
salisfaisants. (Tableau n° III. Série 6). En effet, 73 p. 100 de 
l’activité totale des polyholosides se retrouvent dans la fraction 
n° if, qui pourtant ne constitue que 2,2 p. 100 du poids total. 
Pour bien interpréter ces résultats, il faut prendre en considé- 
ration plusieurs points. 

A) La grande masse des polyholosides ou, si |’on veut, le 
polyholoside proprement dit, est inaclif. En effet, par les 
lavages successifs son activité tend &diminuer en méme temps 
que son pouvoir réducteur remonte apres hydrolyse. De plus, 
Vactivité qui diminue trés fortement dans les trois premiers 
lavages reste ensuite invariablement a un taux trés faible. Par 
exemple dans une série de fractionnements nous avons oblenu 


les résultats suivants : 


LAVAGES SUCCESSIFS 
du polyholoside n° 1 
par dissolution dans l'eau 
et precipitation 
par l’alcool méthylique 


ee 
1° lavage 2*lavage 3° lavage 4¢lavage 


Activité, en milligrammes. . . . 1/64 1/16 1/8 1/8 
Pouvoir réducteur, p. 100... . 87 » » 99 


Ces faits sont faciles & expliquer si on admet que l’activité 
du polyholoside est due a l’adsorption d'une substance active. 
En effet, nous savons trés bien que les derniéres traces d’une 
substance adsorbée sont presque impossibles a éliminer par des 
lavages. 

B) Toutes les fractions entrainent de la substance active 
mais par des dissolutions et précipitations successives, il est 
facile d’enlever la plus grande partie de l’activité de toutes les 
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fractions, qui ne précipitent pas pour des concentrations 
d’alcool méthylique plus élevées que 50 p. 100 et plus faibles 
que 85 p. 100. Nous avons ntontré ce fait pour le polyholoside 
n° I; il en est de méme pour le polyholoside n° Ia, dont l’acti- 
vité tombe par une deuxiéme précipitation par l’alcool méthy- 
lique & 50 p. 100, de 4/120 de milligramme 41/32 de milli- 
cramme, et pour les eaux-méres résiduelles (polyholoside 
n° IIf), qui aprés une seconde élimination de toute substance 
insoluble dans V’alcool méthylique & 85 p. 100 deviennent 
complétement inactives. 

C) L’unique substance active est entrainée avec la fraction 
qui précipite entre 50 et 85 p. 100 d’alcool méthylique. Celle-ci 
ne constitue que 2,5 a 3,5 p. 100 des polyholosides bruts, mais 
elle est 30 & 125 fois plus active que les autres fractions. Dans 
les différentes séries de fractionnement, l'activité de cette 
fraction tend vers la méme limite qui est de 1/1.000 de milli- 
gramme. Cependant, ce n’est pas encore la substance active 
elle-méme, car le pouvoir réducteur des différentes fractions II, 
aussi actives lune que l’autre et obtenues dans les mémes con- 
ditions, est tout a fait différent. (Tableau n° IV). 


Tasteau IV. — Pouvoir réducteur (aprés hydrolyse) 
des polyholosides actifs obtenus dans différentes séries 
de fractionnement. 


ACTIVITE ats AZOTE 

(milligrammes) p. 100 p. 100 
Série Vathaction Ulm.) san eee 4/500 93 » 
Series Vij traction lt se.) sa ae eee 4/500 56,3 » 
Senlenvil stile CULO Dsl sae eee nee 4/1000 21,8 1,8 
Série Vilbetraction nl iaaas eae ae 4/4000 90,6 » 


La fraction Ila de la série VII fut obtenue en précipitant par l'alcool 
méthylique a 85 p. 100 les eaux-méres de la deuxiéme et de la troisiéme 
précipilation de Ja fraction I, les eaux-méres de la deuxiéme précipi- 
tation de la fraction la et les eaux-méres finales concentrées (frac- 
tion If{I). Les pouvoirs réducteurs furent déterminés par la microméthode 
de Fontts et Tatvoiie (aprés hydrolyse acide). 


Pour quatre fractionnements, les pouvoirs réducteurs de la 
fraction active ont varié de 21,9 & 93 p. 100. Il se peut que 
nous nous trouvions en présence de plusieurs substances 
actives. Cependant dans ce cas leur constitution chimique 
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devrait étre trés différente et il n’y aurait aucune raison pour 
qu elles précipitent ensemble. 11 est plus vraisemblable de 
penser qu'il n’y a qu’une seule substance active et que dans la 
fraction active se rassemblent en quantités variables diverses 
impuretés. La substance active proprement dite doit donc étre 
unique, elle ne doit exister qu’en quantité infime et elle doit 
étre douée d'une activité énorme. 


R&suMé ET CONCLUSIONS. 


Dans le mélange des substances qui précipitent du milieu 
de culture des bacilles tuberculeux par le sulfate d’ammonium 
a saturation, les polyholosides et les protéides fixent également 
le comp!lément vis-a-vis des sérums des tuberculeux. Le frac- 
tionnement des polyholosides par alcool méthylique permet 
de séparer de la grande masse des polyholosides inertes une 
fraction trés active comme hapteéne, qui n’en constitue qu'une 
partie infime (2 a3 p. 100). Aprés hydrolyse acide, les polyho- 
losides inertes ont un pouvoir réducteur bien déterminé (99 a 
100 p. 100), tandis que la fraction active a une constitution 
chimique trés variable. Le pouvoir réducteur de cette fraction 
peut étre trés faible (22 p. 100). Ainsi la substance active pro- 
prement dite ne doit exister qu’en quanlité infime, mais elle 
doit étre doudée d’une activité extraordinaire. Comme on arrive 
a concentrer la presque tolalilé de l’activité dans une seule 
fraction, il est vraisemblable qu’il n’y a qu'une seule substance 
active et sa quantité infime donne toute l’activité & la masse 
relativement énorme des polyholosides. D’autre part, étant 
donné que le pouvoir réducteur de la fraction active peut étre 
faible, il n’est pas du tout sir que la substance active soit un 
polyholoside. Sa vraie naiure chimique reste encore & déter- 
miner. 

L’un de nous a montré en collaboration avec C. Ninni [8| 
V’adsorbabilité extraordinaire del’hapténe lipoidique des bacilles 
tuberculeux. Celui-ci est entrainé par tous les constituants de 
son milieu ambiant et dans certains extraits bacillaires qui 
contiennent pourtant des polyholosides et des protéidex, il peut 
étre l’unique substance active dans la fixation du complément. 
Dans les polyholosides présenlement étudiés, il n’y a non plus 
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qu’une fraction infime qui soit active et la grande masse est 
inerte. Il est ainsi vraisemblable que les hapténes des bacilles 
tuberculeux sont des substances particuliéres, extrémement 
actives, et qui ne constituent qu'une fraction infime da maté- 
riel chimique des cellules. Il est vraisemblable aussi que ces 
substances anligéniques actives ont une qualité physique ou 
chimique propre qui les distingue de la grande masse du maté- 
riel inerte. L’un de nous a réuni certaines preuves en faveur de 
Vhypothése que c’est une grande adsorbabilité, une activité 
superficielle énorme qui caractérise les hapténes bacillaires (10). 
Etant donné qu’ils sont trés adsorbables, et qu’ils n’existent 
qu’en quantité infime, l’isolement de ces haptenes est trés diffi- 
cile, et actuellement nous ne pouvons pas encore dire avec 
certitude quelle est la nature chimique exacte d'un hapténe 
lipoidique ou polyholosidique. 
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DEVELOPPEMENT DES ANTICORPS ANTIBRUCELLIQUES 
CHEZ LES ANIMAUX TRAITES PAR LE BCG 
OU PAR DES BACILLES TUBERCULEUX MORTS 


par W. SARNOWIEC. 


(Institut Pasteur, 
Laboratoire de recherches sur la Tuberculose. ) 


Devant le fait de la diminution de la mortalité par toutes 
causes autres que la tuberculose chez les nouveau-nés vaccinés 
par la méthode de Calmette et Guérin, on peut se demander si 
le BCG n’a pas pour effet, en dehors de son action immuni- 
sante spécifique, de déterminer une augmentation non spéci- 
fique de la faculté de produire des anticorps et, par conséquent, 
une plus grande résistance vis-a-vis des différentes infections 
de la premiére enfance. 

D’autre part, certains auteurs Lewis et Loomis [1], Andrei |2), 
Dienes [3] ont montré que les cobayes tuberculeux auxquels on 
injecte des globules rouges, produisent plus d’hémolysine que 
les cobayes normuux, soumis au méme traitement. Nos récentes 
recherches [4] sur la production d’agglutinines anti-Brucella 
abortus chez le cobaye tuberculeux plaident dans le méme sens. 

Les travaux de Nasta et Weinberg [5] sur la production 
d’anticorps par différents antigénes chez les lapins vaccinés au 
moyen du BUG établissent que le taux des hémolysines est sen- 
siblement plus élevé chez les animaux trailés que chez Jes 
témoins. Par contre, Hektoen et Corper [6], Dolde et Gros [7], 
ont échoué dans leurs essais d’augmentation du taux de hémo- 
lysines chez le lapin tuberculeux. 

Tenant compte de ces travaux et de nos recherches anté- 
rieures [8] sur la réaction allergique des cobayes vaccinés par 
le BCG vis-a-vis de l’abortine, nous nous sommes proposé 
d'étudier la réaction para-spécifique due & ce vaccin dans la 
production des agglutinines antibrucelliques. Comme les 
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agglutinines se forment trés abondamment chez les cobayes 
neufs, infectés par le bacille de Bang, l’influence du BCG devait 
étre facile & mettre en éviderve. 


TECHNIQUE EMPLOYEE. 


Des cobayes ont recu par voie sous-cutanée de 1 milligramme 
a 1 centigramme de BCG, puis ils ont élé éprouvés par inocu- 
lation intrapéritonéale de bacilles de Bang vivants (& la dose 
de 1 c.c. 5 d'une émulsion épaisse de cultures de diverses 
souches (D.,C., Douville et Thivet {1 |) ensemencées depuis qua- 
rante-huit heures sur bouillon ou sur gélose ordinaire. Cette 
seconde inoculation a été effectuée aprés diverses périodes de 
temps. Dans quelques cas, le BCG et le bacille de Bang ont 
été injectés simultanément. 

Tous les cobayes ainsi préparés ont élé saignés par ponction 
cardiaque trois semaines aprés, délai le plus favorable a la 
formation des anticorps contre le bacille de Bang. Leur sérum, 
apres avoir été chauffé & 56° pendant une demi-heure, a été 
examiné dans 6 tubes aux dilutions suivantes : 1/30, 1/50, 
1/100, 1/300, 1/600 et 1/1.000. Les résultats ont été lus aprés 
vingt-quatre heures de séjour & l’étuve. 

Dans une derniére expérience, nous ayons inoculé a une 
série de cobayes, par voile sous-cutanée, de 4 milligr. 5a 
10 milligrammes de bacilles tuberculeux bovins tués par 
chauffage 4 120° pendant une demi-heure. 


Expénience I. — Injection de bacilles de Bang deux semaines aprés l’injec- 
tion de BCG. 

Groupe a) 6 cobayes inoculés avec 1 milligramme de BCG. Agglutination 
totale au 1/30, 4/50 et 1/100 (traces). 

Groupe 6) 41 cobayes inoculés avec 1 centigramme de BCG, 7 n'ont pas 
donné @agglutination; pour 2, agglutination compléte au 1/30 et traces au 
1/50; pour les 2 derniers, traces au 1/30 et au 1/50. 

4 cobayes témoins : agglutination totale au 4/4.000. 


Expértence If. — Injection de bacilles de Bang, trois semaines aprés 
linjection de BCG. 

Groupe a) 4 cobayes vaccinés par le BCG & la dose de 1 milligramme : 
agglutination totale au 1/30 et au 1/30, traces au 41/100. 


(4) Ces souches ont été mises a notre disposition par M. Rinjard, que nous 
remercions bien sincérement. 
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Groupe }) 5 cobayes inoculés avec le BCG & la dose de 4 centigramme : 
pour 2 d’entre eux, agglutination compléte au 1/30 et au 1/30; pour deux 
autres agglutination totale au 4/30 et au 1/50 (traces), pour le cinquiéme, réac- 
tion négative. 


3 cobayes témoins : agglutination compléte au 1/1.000. 


Exesérience Il. — Infection par le bacille de Bang quatre semaines apres 
linjection de BCG. 

Groupe a) II cobayes vaccinés par le BCG & la dose de 1 milligramme. 
Pour 8 : agglutination complete au 4/30, 1/50 et 1/4100 (traces au 1/300; pour 
3 autres : agglutination totale au 1/30 et 1/50. 

Groupe b) 5 cobayes vaccinés par le BCG a la dose de 1 centigramme. 
Pour 2: agglutination totale au 1/50; pour les 3 autres absence d’agglutina- 
tion. 

4 témoins: agglutination compléte au 4/1.000. 


Exprrience IV. — Infection par le bacille de Bang cinq semaines aprés 
l’injeclion de BCG. 

Groupe a) 3 cobayes vaccinés avec 1 miliigramme de BCG : agglutination 
totale au 1/30 et 1/50 et traces au 1/100. 

Groupe 6) 7 animaux vaccinés avec 10 milligrammes de BCG. Pour 3 : 
agglutination compléte au 1/30 et traces au 1/50; pour les 4 autres; agglu- 
tination au 1/30. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérievce V.— Infection par le bacille de Bang six semaines aprés I’injec- 
tion de BCG. 

Groupe a) 6 cobayes inoculés avec 1 milligrammes de BCG : aggluti- 
nation totale aux 1/30, 1/50 et 1/100 (traces au 1/300). 

Groupe 6) 5 cobayes inoculés avec 1 centigramme de BCG. Pour 2: agglu- 
tinalion totaie au 1/30, pour 1, agglutination totale au 1/30 et traces au 1/50 
et pour les deux derniers absence d’agglutination. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérience VI. — Infection par le bacille de Bang huit semaines aprés 
Vinjeclion de BCG. 

Groupe a) 4 cobayes inoculés avec 1 milligramme de BCG, agglutination 
compléte au 1/30 avec traces au 1/50 pour 3 cobayes; agglutination totale au 
4/30 pour le dernier. 

Groupe 6) 4 cobayes vaccinés avec 10 milligrammes de BCG. Pour 14 : 
agglutination totale au 1/30; pour les deuxiéme et troisitme traces au 
4/30 et au 1/50 et pour le quatriéme, réaction négalive. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérrence VII. — Infection par le bacille de Bang immédiatement aprés 
Vinjection de BCG ou inoculation simullanée de bacilles tuberculeux tués. 

Groupe a) 4 sujets inoculés avec 1 milligramme de BCG: agglutination 
compléte du 1/30 au 4/600 et traces au 1/1.000. 

Groupe b) 3 cobayes vaccinés avec 1 centigramme de BCG. Pour 4, agglu- 
tination totale du 1/30 au 4/300; pour les 2 autres : agglutination compléte 
au 1/50, au 1/600 et absence d’agglutination au 1/30. 
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r, Groupe c) 2 cobayes inoculés avec 1 milligramme de bacilles tués : agglu- 
tination totale du 4/30 au 1/100 pour 1 et compléte du 4/30 au 1/600 pour 
Vautre. : 

Groupe d) 4 animaux inoculés avec 10 milligrammes de bacilles tués : 
agglutination compléte du 1/30 au 1/600 pour 2 cobayes : agglutination totale 
de 1/30 au 1/300 pour le troisiéme cobaye et pour le quatriéme agglutination 
compléte du 1/50 au 1/1.000 et pas d’agglutination au 41/30. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérience VIII. — Infection par le bacille de Bang deux semaines aprés 
linjection de bacilles bovins tués. 

Groupe a 3 cobayes inoculés avec 4 milligramme de bacilles tués : agglu- 
tination totale du 1/30 au 4/300 pour 2 sujels et du 1/30 au 1/600 pour le 
dernier. 

Groupe b) 4 cobayes inoculés avec 1 centigrammes de bacille tués : agglu- 
tination compléte du 1/30 au 1/300 et avec traces au 1/600. 

Témoins, comme précédemment. 


Exprrience IX. — Infection par bacille de Bang trois semaines apres I’injec- 
tion de bacilles tués. 

Groupe a) 3 cobayes vaccinés avec 1 milligramme de bacilles tués : agglu- 
tination compléte du 1/30 au 1/300 et avec traces au 1/600. 

Groupe 6) 4 cobayes inoculés avec io milligrammes de bacilles tués : 
agglutination totale du 1/30 au 4/300, avec traces au 1/600. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérrence. X. — Infection par le bacille de Bang, quatre semaines aprés 
Vinjection de bacilles bovins morts. 

Groupe a) 4 cobayes inoculés avec 1 milligramme de bacilles tués : agglu- 
tination totale du 1/30 au 1/600 pour 2 sujets el agglutination compléte du 4/30 
au 1/300 pour les deux autres. 

Groupe }) 4 cobayes inoculés avec 410 milligrammes de bacilles bovins : 
agglutination totale du 1/30 au 4/100 et avec traces au 41/300 pour 3 cobayes 
et agglutination compléte du 4/30 au 4/300, avee traces au 1/600 pour le 
dernier. 

Témoins, comme précédemment. 


Expéerence XI. — Infection par le bacille de Bang six semaines aprés l’injec- 
tion de bacilles tuberculeux tués. 

Groupe a) 4 cobayes inoculés avee 41 milligramme de bacilles tués 
2 dentre eux ont donné une agglutination complete au 1/30, 1/50 et 4/100 
(traces) et les 2 autres : agglutination compléte du 1/30 au 1/100. 

Groupe 6) 6 animaux inoculés avec 10 milligrammes de bacilles tués. 
Pour deux : agglutination totale du 1/30 au 1/300; pour deux autres, agglu- 
tination totale du 1/50 et avec traces 1/300; pour le dernier, agglutination 
totale du 1/39 au 1/100 avec traces du 1/300 au 1/600. 

Témoins, comme précédemment. 


Expérience XII. — Infection par le bacille de Bang 8 semaines aprés Vinjec 
tion de bacilles tuberculeux morts. 
Groupe a) 4 cobayes inoculés avec 1 milligramme de bacilles tuberculeux 
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tués. Pour 2 cobayes : agglutinalion compléte du 1/30 au 1/300 avee traces 
au 1/600; pour les 2 autres : agglutination compléte du 1/30 au 1/300. 
Groupe 6) 3 animaux inoculés avec 10 milligrammes de bacilles tués ont 
donné une agglutination compléte du 1/30 au 1/300. 
Témoins, comme précédemment. 


Discussion DES RESULTATS OBTENUS. 


[. ReESULTATS DES EXPERIENCES EFFECTUBES SUR LES COBAYES VAC- 
cinés PAR LE BCG. — Tandis qu’en l'absence de vaccination 
préalable par le BCG, les agglutinines dues au bacille de Bang 
se développent toujours tres abondamment, jusqu’au 1/1.000, 
Vinjection antérieure de 1 milligramme de BCG diminue consi- 
dérablement leur formation. On obtient, par exemple, 47,7 
p. 100 d’agglutinations totales au taux limite de 1/50, avec 
traces au 1/100; 41,1 p. 100 dagelutination au taux limite 
de 1/100, avec traces au 1/300; 11,2 p. 100 d@ageglutination au 
taux limite de 1/30 avec traces au 1/50. 

Quant 4 agglutination par le sérum des cobayes qui ont recu 
une dose de 1 centigramme de BCG, elle devient encore plus 
faible; dans 37,8 p. 100 des cas. la réaction est nulle; traces 
agglutination du 1/30 au 1/50 dans 16,2 p. 100 des cas; 
réaction d’agglutination tolale au 1/30 avec traces au 1/50 
dans 21,6 p. 100; 5,4 pour 100 seulement des cas ont donné 
une agglutination compléte au 1/50. 

C’est entre la deuxieme et la huilitme semaine que le temps 
qui sépare l’infection par le bacilie de Bang de la vaccination 
par le BCG influe sur la production des anticorps, sauf dans 
quelques cas ott intervient lindividualité du sujet. Lorsque le 
BCG et le bacille de Bang sont inoculés simultanément, le BCG 
cesse de géner la production des agglulinines. 

Enfin, sinous remarquons que nos ensemencements a partir 
de cobvyes prémunis par le BCG ne nous ont donné que des 
résultats négatifs pour le bacille de Bang, tandis que les ense- 
mencements a partir des cobayes traités par des bacilles bovins 
tués ont généralement réussi, nous pouvons admetltre que 
les bacilles de Bang sont rapidement détruits et éliminés dans 
un organisme lraité par le BCG. 

Les résultats ainsi obtenus par nous sont en accord avec ceux 


de Ninni et de Sanctis Monaldi (9). 
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Il. Résutrats DES EXPERIENCES EFFECTUEES SUR LES COBAYES PRE- 
PARES AVEC DES BACILLES BOVINS STERILISés. — Les bacilles bovins 
tués n’ont pas d'influence marquée sur la formation des agglu- 
tinines normalement produites par le bacille de Bang. 

Le taux d’agglutination chez les animaux ainsi préparés est 
assez élevé dans la majorité des cas: dans 77, 4 p. 100 des cas, 
Vagelutination lotale varie entre 1/300 et 1/600 et dams 
22,5 p. 100 des cas seulement entre 1/100 et 1/300 (traces). 
Un cas isolé nous a cependant donné une agglutination totale 
au 1/50. Si nous considérons que le taux d’agglulination des 
cobayes de contrdle élait généralement de 1/600-1/4.000, la 
différence est vraiment insignifiante. 

A fortiort, Vinjection de bacilles tuberculeux tués (souche 
bovine Vallée), effectuée en méme temps que celle des bacilles 
de Bang, ne modifie en rien la production d’agglutinines. 


Concuusions. 


En résumé, les faits constatés ci-dessus prouvent : 

1° Que la résistance conférée aux cobayes par le BUG contre 
le bacille de Bang coincide avec une moindre production d anti- 
corps spécifiques. 

2° Que cet effet est plus accentué quand la dose de BCG est 
plus élevée. 

Le taux d’agglutination qui, chez les cobayes prémunis par 
le BCG a la dose de 1 milligramme et infectés par le bacille de 
Bang, ne dépasse pas 1/100, n’atteint méme plus 1/30 chez les 
cobayes prémunis a la dose de 1 centigramme. 

Le taux d’agglutination, chez les animaux de controle, était 
compris entre 1/600 et 1/1.000. 

3° Les bacilles bovins morts (souche Vallée) ne paraissent 
pas avoir cette propriété d’empécher la production des anticorps 
brucelliques. 

4° Lorsque le BCG ou les bacilles bovins tués sont inoculés 
en méme lemps que le bacille de Bang, ils semblent n’avoir 
aucune influeace sur la production des anticorps brucelliques. 
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CONTRIBUTION A LETUDE DES MYCOSES: 
LE DIAGNOSTIC DES MYCOSES 
PAR LES METHODES DE LABORATOIRE 


par 
A. et R. SARTORY et J. MEYER, et M. MEYER, 
(Laboratoire de Bactériologie (Service d’Orthopédie 
et de Cryptogamie de la Clinique chirurgicale B 
de la des Hospices Civils 
Faculté de Pharmacie de Strasbourg.) de Strasbourg.) 


Un certain nombre de nos collégues ont pu nous apporter 
leur opinion en ce qui concerne les mycoses osseuses: aussi, 
avant d’indiquer quelle est, & notre avis, la conduite & tenir 
par le praticien quand il soupconne une de ces affections, qu'il 
nous soit permis de citer ici quelques faits qui nous ont paru 
intéressants. 

Dans une nole récente 4 la Société de Chirurgie, Chevrier [4] 
déclare que la culture des organismes mycosiques seule a une 
valeur pleinement affirmative, mais quelle ne vaut que pour 
le premier cas d’une série: « Quand on a cultivé une mycose 
dans un laboratoire, les mauvaises langues prétendent que les 
facilites de dissémination du champignon sont telles qu’on en 
trouve partout pendant un certain temps », dit-il, et il ajoute : 
« Il n’y aurail pas seulement des années & champignons, sui- 
vant le mot de Lenormant rapporté par Moure, mais des labo- 
ratoires 4 champignons, sans que la bonne foi puisse d’ailleurs 
étre mise en doute. » Nous verrons tout & l'heure ce que nous 
pensons a cet égard. Chevrier déclare que quand |’éosinophilie 
est de 344 p. 100 on est en droit de penser & une parasitose 
ou & une mycose; cest alors qu’on devra instaurer le traite- 
ment ioduré d’épreuve. « De plus, ajoute Chevrier, quand il y 
a lésion cutanée partiellement ou totalement cicatrisée, un 
aspect un peu spécial peut atlirer l'attention vers une mycose. 
La cicatrice, au lieu d’étre plate et lisse, présente comme des 
brides cicatricielles non scléreuses et de petite envergure sous 
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lesquelles l'épiderme de cicatrice s’enfonce en un petit cul-de- 
sac. 

Rocher et Guérin [2] signalent que « la nature actinomyco- 
sique de certaines affections osseuses est assez souvent méconnue 
pour qu’il y ait intérét & attirer encore l’attention sur sa 
relative fréquence ». Les auteurs décrivent un cas pour lequel 
ils ont adressé du pus provenant des lésions a un laboratoire, 
lequel, aprés analyse, a répondu : « Présence de staphylocoques 
et de streptocoques. » Quelque temps apres, les auteurs ont eu 
le bonheur de mettre en évidence dans le pus des grains 
actinom ycosiques typiques. Rocher et Guérin concluent : « Le 
diagnostic d’actinomycose osseuse est donc difficile. Plusieurs 
examens de laboratoire peuvent étre négatifs. Ceci n'est pas 
une raison pour écarter définitivement l’idée de mycose. » 

Glorieux a !impression que l’on doit passer quelquefois a 
edté du diagnostic de mycose. 

Le Fort déclare que quand il voit un fait clinique qui milite 
en faveur d’une aclinomycose et qu'il adresse des piéces au 
laboraloire, celui-ci Ini répond: « Négatif au point de vue 
mycose ». Lorsqu’il insiste, le laboratoire, aprés de nouvelles 
recherches, parfois prolongées, lui répond d'une maniére affir- 
mative en ce qui concerne |'actinomycose. Selon notre collégue, 
« les formes classiques sont trés rares, la recherche est difficile, 
mais la maladie n’est pas rare ». 

En 1885, V. Esmarch, chirurgien éminent, formulait a 
propos de ces affections opinion suivante : « Si je regarde en 
arriére sur ma longue carriére de chirurgien, de nombreux cas 
me viennent & la mémoire, que j’inlerpréterais aujourd’hui 
comme des actinomycoses d’aprés nos recherches actuelles et 
la connaissance que nous en avons. J'ai posé pour ces cas le 
diagnostic de phlegmon chronique, de périostite chronique, 
d’ostéite fungueuse, de tuberculose, de pyémie spontanée ou 
chronique, de scrofulose, morve, angina Ludovici, etc. Tous 
ces malades ont été traités en se basant sur le diagnostic posé ; 
cependant, au cours du traitement, beaucoup de symptomes 
me semblérent douteux. Dans ma collection d'images cliniques, 
je trouve méme aujourd’hui un grand nombre de maladies que 
j’interpréterais actuellement sans aucune hésitalion comme des 


aclinomycoses. » 
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Que l’on nous permette de citer aussi H. Neesske [3] qui, 
entre autre, exprime une opinion parfailement judicieuse : 
« Chez Vhomme et les animaux, l’aclinomycose est tres 
répandue; on peut trouver des cas de cette affection dans le 
monde enlier. Les cas cités et la fréquence indiquée par les 
statistiques dans les différents pays ne correspondent nullement 
a la réalité. La ot lon dirige spécialement lobservation des 
cliniciens et des médecins sur l’actinomycose, on trouve !ou- 
jours une fréquence extraordinaire de cette maladie. Ainsi en 
France, par exemple, l’actinomycose est considérée comme 
relativement rare; malgré cela, un assez grand nombre de cas 
ont pu étre observés et décrits par Poncel et son école; la plu- 
part des cas sont localisés aux environs de Lyon, région ot 
s’exerce l’activilé de Poncet. Si Thomassen indique une abon- 
dance assez considérable d’actinomycose a Utrecht, ce fail est 
également en rapport avec le laboratoire de cet auteur qui se 
trouve & Utrecht. Dans les districts de Greifswald, un grand 
nombre de cas ont été publiés, grace aux recherches de Helferich. 
De méme, on a trouvé une proportion élevée d’actinomy- 
cose dans les environs de Kiel, mais c’est dans cette ville 
que V. Esmarch et son éléve Helferich ont permis les dia- 
gnostics par leur laboratoire. A Breslau, c’est encore grace 
a Partsch qu’on mentionne une fréquence élevée d’actyno- 
micose. » 

Par conséquent, il est clair que le diagnostic d’aclinomycose, 
en particulier, et de mycose, en général, est intimement lié 
aux recherches de laboratoire; il est nécessaire de prendre 
quelques précautions pour réussir lisolement, la caractérisa- 
tion et la détermination définitive du parasite cryptogamique 
d'un cété, ou pour mettre en relief l’origine mycosique de la 
maladie par l’emploide techniques sérologiques ou de méthodes 
de diagnostic humorales. 

Ku égard & toutes ces raisons et afin de fixer ici les principes 
de nos recherches, nous allons passer en revue les différentes 
méthodes que nous avons élaborées et auxquelles nous avons 
actuellement recours d’une maniére constante pour l’établisse- 
ment d’un diagnostic de mycose. 

Il importe, en premier lieu, que le clinicien ou le chi- 
rurgien envoie le prélévement aussi frais que possible au 
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laboratoire avec la mention spéciale: « Suspect de mycose ». 

Nous avons pris l’habitude dans ce cas de diviser ce préleve- 
ment (qu'il s'agisse de pus oude débris osseux) immédialement 
et dune fagon stérile en cing parties qui sont deslinées aux 
recherches suivantes : 

1° Ensemencement pour recherches de sporotrichose, blasto- 
mycose ou toute autre mycose a mycelium filamenteux relali- 
vement d’un grand calibre ; 

2° Knsemencement pour recherches d’actinomycose ; 

3° Ensemencement pour recherches en anaérobiose; 

4° Examens directs par frottis ou en goultes ; 

5° Inoculation aux animaux. 

Pour chaque ensemencement, nous préparons 4 tubes de 
milieu : 

a) Milieu de Sabouraud maltosé liquide (de pil = 6,8): 

b) Milieu de Sabouraud maltosé solide (de pH = 6,8); 

c) Milieu de jus de pomme de terre glycériné gélosé (de pH 
== 626) 

d) Le méme milieu mais ajusté & pH = 7,2. 

Il est indispensable, avant tout, de rappeler ici que le milieu 
liquide n’est favorable que pour la recherche des Actinomyces ; 
pour tous les autres cas, les milieux solides sont de beaucoup 
prélérables. 

L’ensemencement relatif & la premiére série de recherches 
s’effectue toujours doublement pour les milieux solides, c’est-a- 
dire que nous prélevons une premiére fois une Ose de matériel 
(employé tel quel ou souvent dilué et trituré avec du sérum 
physiologique) que nous mettons au contact du liquide de 
condensation se trouvant dans le fond du tube incliné de 
milieu solide ; puis nous portons une seconde fois du matériel 
sur la paroi interne des tubes, donc directement sur le verre, sur 
la face opposée au milieu. Lestubes sont alors disposés vertica- 
lement dans |’étuve & + 37° o& nous les laissons séjourner 
habituellement pendant les premiéres quarante-huit heures. 
Cetle technique est justifiée pour deux raisons: 

L’ensemencement le long des parois du tube a été introduit 
dans la pratique du laboratoire par Gougerot [4], pour lisole- 
ment des Sporotrichum. Dans nos dilférentes recherches sur 
ces parasites, cette méthode nous a toujours donné satisfaction ; 


186 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


en général, le diagnostic de laboratoire peut ainsi étre établi 
déja aprés quarante-huit heures de culture par simple examen 
microscopique a travers les parois du tube de culture, en 
employant un faible grossissement. 

Nous tenons & citer ici quelques-unes de nos observations 
lors de Visolement d’un Sporotrichum d’un cas de bursite olé- 
cranienne [5]. Nous avions employé la plus grande partie du 
matéricl pathologique pour pratiquer des ensemencements sur 
les milieux les plus divers. Mais ceux-ci, portés a diffé- 
rentestempératures restérent constammentstériles ; par contre, 
sur milieu de Sabouraud glucosé & 2 p. 100 et sur jus de 
pomme de terre glycériné gélosé acide, ensemencés d’aprés les 
techniques de Gougerot, en faisant couler |’émulsion de pus 
sur le milieu, le long des parois du tube, et disposés ensuite a 
+ 37°, nous constatons le cinguitme jour aprés l’ensemence- 
ment l’apparition d’une végétation constituée par de petites 
colonies d’un blanc pur. L’apparition de ces colonies était en 
relation intime avec l’aération des milieux car les tubes fermés 
par un capuchon de caoutchouc restérent stériles. 

On doit done suivre attentivement les différents milieux 
ensemencés, car la moindre négligence peut, comme on s’en 
rend facilement compte, empécher la réussite; en général, 
Visotement et la culture de ces champignons sont assez faciles & 
réaliser. Il en est tout autrement pour les actinomycoses, 
comme on ie verra plus loin. 

L’ensemencement pratiqué au fond du tube dans le liquide 
de condensation est d’une importance capitale pour !’amor- 
gage de la culture des mycoses levuriennes, des périsporiacées, 
des hémisporées. 

Nous avons eu l’occasion, lors de l'étude d’un Debaryomyees 
pathogéne [6] de constater lavantage de ce procédé, qui seul 
nous a permis d’isoler le parasite en question. 

En effet, il faut retenir les faits suivants: le milieu de 
Sabouraud que nous employons est ordinairement préparé au 
moyen de 6 ou méme 8 p. 100 de sucres et nous ajustons tou- 
jours & pH = 6,6 47,2, tandis que le milieu de Sabouraud 
initial est & pH == 4,7 a 4,9. Si les milieux sont récemment 
préparés et renferment, par conséquent, beaucoup d’eau de 
condensation, l’ensemencement au moyen d’une petile quantité 
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de matériel pathologique ne donne pas, la plupart du temps, de 
culture. Au contraire, si ces milieux sont déja anciens et, par 
conséquent, trés pauvres en eau de condensation, l’ensemence- 
ment reste aussi sans succes, ceci parce que le matériel infec- 
tieux est ordinairement un liquide fibrineux qui coagule, 
seche et empéche la germination des éléments cryplogamiques. 
Le fait est analogue si on pratique des ensemencements sim- 
plement sur la surface inclinée du milieu solide, disposé tout 
de suite en position verticale. 

Si, malgré ces constatations que nous avons pu contréler & 
maintes reprises et qui ont été vérifiées par des mycologues de 
valeur tels que Benedek [7], certains chercheurs peu initiés 
dans la science mycologique ont réussi A isoler une fois ou 
l'autre un parasite cryptogamique, ceci semble di & un hasard 
heureux, av fait qu’un milieu de Sabouraud renfermant de 
Veau de condensation a été ulilisé, et qu'on |’a ensemencé avec 
une quantité an moins égale ou méme plus importante de 
matériel pathologique liquide. Dans ces cas, on n’a pas réalisé 
des cultures sur milieu gélosé, mais bien des cultures en milieu 
liquide (eau de condensation et liquide pathologique). Du fait 
que l’eau de condensation présente en général un pil fortement 
acide et que, d’autre part, les liquides humoraux possédent 
une réaction faiblement alealine, on arrive, en ajoutant une 
forte proportion de ces derniers, & créer un milieu a pH assez 
favorable pour amorcer la culture et, de plus, on réalise la dilu- 
tion du matériel pathologique, absolument nécessaire pour 
mener a bien une culture, pour empécher la coagulation et 
lagglutination des éléments parasitaires. 

Les trois facteurs qu il importe de retenir sont done les sui- 
vanls : 

Premier cas : Il n’y a plus d’eau de condensation dans le 
tube de milieu solide : la dilution du matériel pathologique ne 
peut s’eflectuer, celui-ci coagule et agglutine les germes. 

Deuxiéme cas : Il y a trop d’eau de condensation et on ense- 
mence avec trop peu de matériel! pathologique ; la coagulation ne 
seffectue pas, mais la valeur du pH reste dans la zone acide, 
trop prononcée pour permettre l’amorgage de la culture. 

Troisiéme cas : Par ensemencement unique de la surface du 
milieu gélosé, il n'y a pas de dilution du matériel patholo- 
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gique, ni de modification de la valeur du pH vers l’alealinite : 
aucune croissance n’est alors possible. 
. \ 

Cas particulier pes Actinomycoses. — En ce qui concerne 
lisolement de ces organismes, nous avons ea l'occasion 
d’étudier & ce point de vue les différentes techniques permet- 
tant un isolement stir par la culture. Cet isolement, nous 
l'avons étudié selon que le matériel pathologique était cons- 
titué par des prélévements de débris osseux ou encore de cra- 
chats prélevés aprés une hémoptysie importante. 

Dans le premier cas, il nous a élé possible d’obtenir, au 
moyen des particules osseuses, des cultures pures d’emblée. It 
était done intéressant de pousser nos investigations plus loin, 
de maniére & essayer d’élaborer une technique rigoureuse per- 
metiant lisolement facile des Actinomyces en partant d’exsu- 
dats ou de pus provenant d’une infection mixte et souillé par 
des bactéries banales. Les crachats que nous avions a notre 
disposition se prétaient trés favorablement & nos recherches. 

Notre éléve Antonioli [8] a pu isoler un Actinomyces prove- 
nant de crachats sanguinolents; il a obtenu le parasite a 
Vétat de pureté par de nombreux repiquages sur milieu de 
Sabouraud maltosé. L’autre espéce d'Actinomyces que le 
méme auteur a isolé par ponction aseptique de la glande 
sous-maxillaire n’a pas évolué sur le milieu de Sabouraud 
maltosé et Antonioli a di essayer plusieurs autres substrats; 
finalement c’est sur le milieu de jus de pomme de terre alcalin 
qu'il a pu cultiver son parasite avec succes. 

Nous savons depuis les recherches d'Israél et de Harz-Bos- 
troem, que la culture primaire, a partir du matériel patholo- 
gique sur milieu artificiel, est trés difficile & réaliser. Bostroem 
a ainsi effectué, dans 11 cas d’actinomycose bovine des 
machoires, 700 ensemencements et n’a pu obtenir que 12 cul- 
tures positives. Parmi ces 12 cultures, 7 seulement ont donné 
un diagnostic posilif pour l’actinomycose. 

Triuss et Politowa [9] remarquent que pour 10 4 20 tubes 
ensemencés, souvent un seul donne des colonies. Nous avons 
pu isoler, dans 2 cas d’actinomycose sans grains, le parasite, 
grace a la technique de Calmette. Lors de l’étude de ces cas, 
nous avons constaté les faits suivants : l’ensemencement du 
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matériel sur les milieux utilisés habituellement en microbio- 
logie et suivant la technique normale, nous donne des cultures 
constamment négatives. Nos tentalives de culture n’ont réussi 
que par l’emploi de la technique citée par Calmette pour l'iso- 
lement du bacille tuberculeax en culture directe & partir des 
organes malades : le matériel pathologique prélevé aseptique- 
ment est broyé et étalé sur la paroi du tube de culture. Aprés 
un court séjour a |’étuve pour faire adhérer les tissus au verre, 
ces tubes sont remplis d’un mélange & parties égales de sérum 
sanguin et de milieu liquide de Sabouraud maltosé-glycériné. 
Nous avons alors obtenu, aprés quinze jours ou un mois A 
Vétuve & + 37°, la formation de petites colonies réparties sur 
les parois du tube, ressemblant aux granulations miliaires de 
la tuberculose. L’examen microscopique montre des chai- 
netles longues formées par des filaments fortement fragmentés, 
tout a fait comparables aux arthrospores des Actinomyces. Ces 
éléments se distinguent des chainettes streptococciques par la 
taille plus élevée et la présence de ramifications. Sur ces 
milieux d’isolement, le parasite ne montre jamais un autre 
aspect. Par des repiquages successifs sur des milieux de 
Sabouraud maltosés solides, on arrive a faire évoluer l’orga- 
nisme vers la forme filamenteuse habituelle des Actinomyces. 

L’isolement a partir d'un prélévement d’une infection mixte 
souillée par des staphylocoques, streptocoques, sarvines, 
Bacillus mesentericus ou d’autres bitonnets est encore plus 
compliqué, car la plupart de ces germes évoluent sur Jes subs- 
trats artificiels d’une facon plus luxuriante que les Act¢enomyces 
et la culture de ces derniers est alors envahie et inhibée par 
les bactéries associées. 

Comme milieu de culture, nous avons constalé que les 
chercheurs emploient le bouillon ordinaire, le bouillon giycé- 
ring, le bouillon glycériné & Vextrait de viande, le bouillon a 
extrait de foie, le bouillon gélatiné, gélosé, le sérum coagulé, 
le milieu de pomme de terre. Souvent on opére en milieu liquide 
isolé de l’air par une couche d’huile de paraffine. Kn France 
on utilise le plus souvent le milieu Sabouraud maltosé ou 
glucosé ou aussi la gélose de Sauton. En Allemagne, la culture 
en boites de Petri sur un milieu gélosé au sang-pyrogallate a 
été expérimentée. Wolff et Israél ont, dans quelques cas, eu 
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recours a l’ensemencement & |’intérieur de l’eeuf de poule ou 
de pigeon. 

Nous avons pu trouver, dans la littérature, un certain 
nombre d’essais qui ont été effectués pour faciliter la croissance 
des cultures d’Actinomyces 4 partir des prélévemenis patholo- 
eiques et pour supprimer l’envahissement des milieux par des 
microorganismes de nature banale ou provenant d’une infection 
secondaire. 

Ainsi, Legroux a élaboré une technique pour accroitre la 
vitalilé des Actinomyces el empécher la croissance des micro- 
organismes secondaires. Il emploie la gélose glucosée de 
Veillon additionnée de quelques gouttes « d’extrait globulaire ». 

La solution de soude ou de potasse employée avec succés 
pour lisolement des parasites des teignes a été expérimentée 
a cet effet, mais les Actenomyces sont trop sensibles vis-a-vis 
de ces réactifs qui empéchent toute croissance. 

G. Seifert a cru résoudre le probléme par l'emploi d’anti- 
formine, mais toutes les recherches ont prouvé que les Actino- 
myces sont incapables de résister & l’action antiseptique de ce 
produit. Ces expériences ont surtout été menées par Kuorr [40]. 
Heltzer, sur le travail duquel il nous faudra revenir, a employé 
la technique suivante : il mélange une partie du p:élévement 
(crachat) avec deux parties de glvcérine en agitant fortement. 
Puis il laisse reposer le mélange pendant vingt-quatre heures 
a Vétuve a + 37° et il ensemence sur milieu gélosé. 

Triuss et Politowa ont contrdlé cette méthode quils ont 
modifiée légérement; ils ont obtenu des résultats trés satisfai- 
sants. Apres le séjour & l’étuve pendant vingt-quatre heures du 
mélange exsudat-glycérine, ils ensemencent sur bouillon de 
viande peptoné gélosé en boite de Petri pour obienir des cul- 
tures en plaques. 

Dold [44] a pensé que l’addition d’urée au milieu nutritif 
pourrait faciliter le développement des Acfinomyces. Fellin- 
ger [42] a essayé d’obtenir lisolement des Actinomyces dans les 
prélévements des infections mixtes au moyen de lacide sulfu- 
rique; cette méthode s’apparente a la technique de Loewenstein 
et Saumioshi pour lisolement du bacille tuberculeux. L’acide 
sulfurique a été employé pour la premiére fois, dans le but de 
tuer la flore bactérienne de pus tuberculeux souillé, par Bossan 
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et Pandy en 1922. Mais la technique a été réellement expéri- 
mentée et justifiée par les recherches en série de Leewenslein 
et Saumioshi. Ces auteurs emploient de l’acide sulfurique a 
15 p. 100 que lon mélange a parties égales avec le pus a 
examiner; puis on lave le résidu & deux reprises au moyen de 
sérum physiologique. Hohn a modifié légeérement cette 
technique en ne lavant qu'une fois au moyen de sérum phy- 
siologique ou méme en supprimant complétement ce lavage. 

Knorr [10] a recommanié cette méthode pour isoler les Acti- 
nomyces du matériel pathologique en employant de lacide sul- 
furique de densité —1060. 

Nous avons, au cours de nos travaux, eu l’oceasion d’effectuer 
des recherches au moyen de différentes souches et especes 
d’Aclinomyces, afin d’examiner le pouvoir de résistance vis-a- 
vis des dillérentes concentrations en acide sulfuriqae. Nos 
expériences ont été pratiquées au moyen d’émulsions de 
cultures d’Actinomyces dans du sérum physiologique. Les diffé- 
renles especes employées provenaient de notre mycotheque et 
renfermaient soit des organismes repiqués depuis quelques 
années par ensemencements successifs, done trés probable- 
ment dépourvus de toute virulence ou doués d'un pouvoir 
pathologique trés faible, soit des parasites récemment isolés de 
lésions humaines. 

Toules les souches soumises a l’épreuve ont supporté le 
traitement au moyen de l’acide suifurique 4 5p. 100 sans aucun 
retard de croissance. Les Actinomyces virulents et récemment 
isolés ont, sans dommage, résislé a l’action de lacide sulfu- 
rique 4 10 p. 100. Dans l'ensemble nous avons pu constater que 
tous les organismes utilisés peuvent facilement supporter un 
traitement au moyen de l'acide sulfurique a7 p. 190 

Nous voyons donc que si les Acéenomyces en suspensioa 
aqucuse ont un pouvoir acido-résistant allant jusqu’a 10 p. 100, 
les champignons parasites se trouvant dans Jes pus ou les pré- 
lévements pathologiques, contenant toujours une forte concen- 
tration de matiéres protidiques, de fibrine et de tissu con- 
jonctif, doivent sirement supporter facilement des doses 
d’acide sulfurique plus fortes, car Ja protection par les éléments 
cylologiques du pus s'y manifeste plus énergiquement qu’en 
solution saline seule. 
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Notre technique, pour I’étude du matériel pathologique, a 
été élablie de la facon suivante; on ensemence d’abord un 
bouillon gélosé et un tube de sérum de cheval coagulé pour 
déterminer, apres vingt-quatre heures, la flore de l’infection 
mixte et des saprophytes. En effet les bactéries des groupes : 
sarcines, Bacillus subtilis, staphylocoques, exigent des concen- 
trations plus élevées en acide sulfurique (pour empécher leur 
croissance) que celle des groupes : streptocoques, pneumo- 
coques, pseudo-diphtériques. 

Apres avoir déterminé ces agents de l’infection mixte, nous 
employons de l’acide sulfurique, soit & 8 p. 100, soit a 
15 p. 100; nous mélangeons avec toutes les précautions 
d’asepsie, a parties égales, le prélevement mycosique avec 
Vacide sulfurique et nous laissons en contact 4 +-37° pendant 
cing minutes. De cette facon, nous diluons donc [acide sulfu- 
rique de moilié et nous avons par exemple pour le cas de 
Vinfection mixte & staphylocoques, une concentration A 
7 1/2 p. 100 en acide sulfurique; pour le cas d'une infection 
mixte 4 streptocoques, une concentration de 4 p. 100. 

Aprés ce temps de séjour 4 l’étuve, nous centrifugeons le 
tout pendant cing minutes. Nous décantons le liquide surna- 
geant et nous lavons le culot 4 deux reprises 4 l'aide d’une solu- 
tion physiologique & 0,7 p. 100 et nous diluons avec la méme 
solution saline une troisiéme fois. Nous ajustons, s'il est 
nécessaire, le pll & 7,2 au moyen d'une solution stérile de 
soude N/100 et nous ensemencons nos différents milieux 
ci-dessus mentionnés, au moyen de cette émulsion. 

[| est important de faire ces opérations au moyen de la tota- 
lité du pus ou du préleévement osseux et de ne pas sélectionner 
les grains ou d’autres éléments suspects pour les soumettre 
séparément a l’action de l’acide sulfurique. 

En ce qui concerne l’ensemencement des milieux, il faut 
suivre les régles que nous avons indiquées pour les blastomy- 
cétes et uliliser des milieux & base de maltose. 

Quelques auteurs tels que Dostal [43] et Fellinger recom- 
mandent l’addition de saponine Merck (1 & 2 p. 100) aux 
milieux maltosés; cette substance doit favoriser la croissance 
des Actinomyces. Fellinger a méme élaboré un milieu a 
l’eeuf, d’aprés les principes de Loewenstein pour le bacille de 
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Koch. Mais nous croyons qu'il n'est pas nécessaire, pour la 
pratique courante, d’employer des substrats de composition et 
de préparation trés minutieuses, car les milieux de Sahouraud 
liquides ou solides, modifiés suivant nos indications précé- 
dentes, nous ont toujours donné entiére satisfaction. 

Nous récapitulons donc : 

a) Ensemencer un milieu gélosé au bouillon et d’un milieu 
de sérum de cheval coagulé ; 

6) Préparer un mélange d’une partie du prélévement et 
d’une partie d’acide sulfurique & 8 ou 15 p. 100; 

c) Placer a l’étuve 4 +-37° pendant cing minutes ; 

d) Centrifuger pendant cing minutes ; 

e) Décanter et laver deux fois avec du sérum physiologique 
a 0,7 p. 100; 

/) Diluer le résidu avec un peu de sérum physiologique et 
amener a pH = 7,2 4 l’aide de soude N/100. 

g) Ensemencer les milieux maltosés liquides et solides au 
moyen de |’émulsion saline. 

Deux séries de milieux sont nécessaires, l'une pour la cul- 
ture en aérobie & + 37°, l'autre pour la culture en anaérobie a 
la méme température. Nous employons depuis quelque temps 
avec beaucoup de satisfaction un petit appareil pour la culture 
en anaérobie, que nous nous permettons de décrire succincte- 
ment ici. Hl a d’ailleurs déja été mentionné par Trautwein [44] 
et peut étre facilement construit pour une somme modique. 

Le principe de celte méthode est celui d’Emmerling qui 
recourt au pyrogallate de potasse, avec toutefois la modification 
donnée par Zeissler par l'emploi d’un vide relativement faible 
au début. 

On utilise un verre & conserves d’environ 24 cenlimétres de 
hauteur et 14 centimétres de diamétre : on y introduit un petit 
panier de fil de fer employé couramment dans les laboratoires 
de bactériologie, qui sert de support aux boites de Petri ou aux 
tubes de culture. A ce panier, on fixe une petite vénule ouverte 
de 30 cent. cubes dans laquelle on a disposé 15 cent. cubes de 
lessive de potasse. La vénule est munie de son bouchon de 
caoutchouc dépourvu au préalable du tube coudé servant habi- 
tuellement de coupage et de support de l’aiguille. A la place de 
celui-ci, on fixe un autre tube en forme d’U dont une branche 
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plonge profondément dans la lessive de potasse et l'autre reste 
libre & l'extérieur de la vénule. Le bout de cette branche a été 
effilé par étirement au bec Bunsen. 

On fixe en outre sur le panier-support un petit manométre en 
forme d'U également, ayant environ 70 millimétres de hauteur. 
Ce tube fermé d’un coté est rempli de mercure jusqu’’é demi- 
hauteur. La graduation se fait arbitrairement sur une feuille 
de papier placée au niveau du tube manométre. 

Dans le fond et au milieu du vase & conserves, on place un 
petit verre de montre plan convexe dans lequel on met de 
l'acide pyrogallique. Le panier contenant les tubes de culture 
ensemencés est disposé alors dans le verre & conserves. On 
dispose deux anneaux de caoutchouc sur le bord ouvert du 
vase et on ferme le tout au moyen du couvercle. Puis on 
aspire, par lintermédiaire d'un embout effilé adapté a la trompe 
a eau, l’air contenu dans le vase en appuyant légérement sur 
le couvercle. On fait ainsi un vide relatif qu'on peut contréler 
a Taide du manométre. Si la pression & lintérieur du dispo- 
sitif est devenue stable, on retire dun coup sec l’embout 
disposé entre les deux anneaux de caoutchouc et le vide se 
maintient 4 lintérieur. Le lessive de polasse commence a 
monter dans le tube en U et bientdt des gouttelettes s’écoulent 
par le bout effilé dans le fond du vase. Si on incline alors légé- 
rement le récipient & droite et & gauche, la lessive de potasse 
vient au contact de l’acide pyrogallique, il se forme du pyrogal- 
late de potasse. L’oxygéne restant dans le récipient est ainsi 
absorbé, ce qu’on peut facilement contréler par une nouvelle 
montée du manométre. 

Nous avons toujours introduit dans notre appareil un tube 
ouvert rempli d'eau distillée ; celle-ci empéche la dessiccation 
des milieux de culture; on peut aussi placer l'appareil renfer- 
mant les cultures dans l’étuve & +- 37° et suivre facilement et 
la constance du vide et la croissance des organismes. Ce petit 
appareil trés facile & réaliser nous a rendu de grands services 
pour lisolement des Actinomyces anaérobies provenant de pré- 
lévements osseux. 

Nous croyons ainsi avoir exposé l'ensemble de nos techniques 
de culture pour l'isolement des champignons inférieurs a 
partir de pus ou d’autres prélévements pathologiques. 
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TECHNIQUES POUR L’EXAMEN DIRECT PAR FROTTIS OU EN GOUTTE 
PENDANTE. — Nous tenons & citer tout d’abord ici quelques tech- 
niques indiquées par différents auteurs pour la recherche des 
actinomycoses : 

Dor étale le pus en couche mince sans |’ écraser, sur une lame 
de verre polie, pour mettre les grains en évidence, ce qui est 
délicat, lorsquils sont rares. Aprés les avoir ainsi mis en évi- 
dence, on les place sur une autre lame ot on les écrase et les 
colore par la méthode de Gram. 

Gaucher, Combe et Gastou [415] conseillent par contre de ne 
pas écraser le pus, de le fixer seulement par la chaleur, puis de 
pratiquer Ja coloration au Lugol. 

Colebrook [416] place une petite quantité de pus dans un 
tube & essai rempli d’eau a moilié. IL bouche au moyen d’un 
bouchon stérile et il agite vigoureusement. Les éléments du 
pus sont ainsi réduits en petites particules; les grains actino- 
mycosiques, qui résistenta l’'agitation, apparaissent a la lumiére 
sous forme de corps opaques sphériques, crémeux, et se loca- 
lisent dans le fond du tube. Nous n’attachons en ce qui nous 
concerne aucune importance a la recherche des grains. 

Quand il s'agit d'un pus bien lié, la préparation du frottis 
doit toujours étre effectuée directement. Il importe cependant 
de fixer les frottis d’une facon plus énergique que l’on a coutume 
de le faire pour les préparations bactériologiques. 

Nous pratiquons la fixation de la facon suivante : on étale le 
frottis, on le laisse bien sécher; puis, on ajoute sur la lame 
quelques gouttes d’alcool & 95°; on attend deux minutes, puis 
on passe le frottis sur la flamme du Bunsen sans avoir peur 
d’enflammer les traces d’alcool qui le recouvrent encore. On 
colore alors par la méthode de Gram, de Ziehl-Neelsen et de 
Schumacher. Le plus souvent, cependant, on ne dispose pas de 
pus bien homogéne se prétant favorablement & la confection de 
frottis ou bien on a affaire 4 des prélévements osseux. 

Deux méthodes s’imposent dans ces cas : 

La technique d’enrichissement au moyen de l’acide sulfu- 
rique décrite antérieurement et la préparation de frottis a 
partir du résidu sulfurique. Nous tenons a faire remarquer que 
la méthode d’homogénéisation a |’antiformine ne nous a jamais 
donné de résultats favorables. 
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L’emploi de l’acide sulfurique ne se prétant cependant qu’a 
la recherche des actinomycoses, nous préférons la méthode éla- 
borée par nous et décrite dans ces Annales [17] qui consiste 
dans les opérations suivantes : « On étale le matériel en 
l’écrasant sur une lame; on fixe, on dégraisse et on décalcifie 
dans la solution suivante : 


Acidechlorhydriquer son-ieencn isin ieee ane ten 5} 
Neideacetiquescristallisalyleys sm ceramic atin cme int- etme Tips 
Forinol ise. ies Rae hee terete een ae re rea He 
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On laisse en contact pendant vingt-quatre heures dans une 
boite de Petri couverte, on neutralise ensuile et on ramollit par 
la potasse & 20 p. 100 a froid jusqu’a éclaircissement. On lave a 
l’eau, on passe dans une solulion acide d’acétate de potassium 
pour enlever l’excés de potasse. On colore par la méthode de 
Gram. 

L’examen microscopique doit étre effectué sur plusieurs 
lames ; la recherche doit étre pratiquée avec persévérance, car 
les champignons sont souvent trés rares ou masqués par des 
masses de fibrine ou des germes secondaires. 

Pour les mycoses & Sporotrichum ou les Saccharomycétoses, 
on trouvera toujours les formes levures ou sporulées, sphé- 
riques ou naviculées, assez faciles & reconnaitre si on posséde 
un peu d’expérience sur la question. 

Pour les Hémisporoses, on prendra garde aux éléments en 
forme de margueriles. 

Souvent, on trouvera aussi dans ces mycoses des formes 
pectinées ou des chlamydospores et des filaments rudimentaires 
ou fortement cloisonnés. 

En ce qui concerne les Actinomycoses, on peut rencontrer des 
filaments mycéliens tres minces, fractionnés ou enchevétrés et 
ramifiés. Les formes en massue, en tire-bouchon, en cornes 
de cerf peuvent étre présentes. Mais le diagnostic le plus 
délicat se présente si on a affaire & une Actinomycose atypique 
a forme pseudo-strepotococcique, & stade arthrosporé pur ou 
aux éléments ultrafiltrables, tels que nous les avons étudiés 
avec Antonioli et Monal. 

Contentons-nous de rappeler nos deux cas d’actinomycose du 
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maxillaire inférieur ot nous avons trouvé, a l’examen direct, 
uniquement de rares éléments cocciformes intracellulaires ou 
extracellulaires, disposés en petites chainettes de 24 8 éléments 
et mesurant 1 ». de diamétre et plus, ne rappelant & premiére 
vue rien d'une actinomycose. Les éléments sont cependant de 
taille variable et les chainettes sont fortement cohérentes, de 
sorte que méme le broyage ne les disloque pas. 

On voit done que cet examen direct est quelyuefois délicat 
et long, cependant avec un peu d’expérience, on arrive assez 
facilement a différencier microscopiquement les mycoses des 
maladies bactériennes. 

Quant a l’examen histologique, sans vouloir entrer dans les 
détails de ces recherches, qui sortent du cadre de ce travail et 
de notre compétence, nous appelons cependant l’attention sur 
deux faits qui ont été décrits par nous pour les prélévements 
mycosiques osseux. Nous lenons 4 citer ici ces indications qui 
permettent de différencier histologiquement les lésions myco- 
siques des lésions tuberculeuses. 

Voici la description de la structure d’un nodule sporotricho- 
sique observé par nous. L’examen histologique des prélévements 
pathologiques a été effectué suivant la technique classique en 
colorant, soit par |hématoxyline-éosine-safran, soit par la 
méthode de Gram. 

L’examen microscopique de ces coupes montre dans l’os 
décalcifié de nombreux foyers d’hémorragie et de nécrose. Les 
nodules sont formés en général par quelques petites trames 
conjonctives et quelques parties lamelleuses de l’os en voie de 
résorption. Autour de ces lamelles osseuses et des trames 
conjonctives, on voit des magmas assez denses formés par des 
massues fortement colorées, Gram-positives, auxquelles sont 
accolés de petits corpuscules allongés, fusiformes, qui pré- 
sentent des spores naviculées trés intimement unies aux mas- 
sues. Ces spores ont exactemement la méme forme que celles 
décrites précédemment lors de l’examen de microcultures. Dans 
les coupes, ces éléments se colorent d’une fagon trés intense par 
la méthode de Gram et se différencient ainsi par leur cyano- 
philie tres marquée des massues et des éléments tissulaires. 
Ces formes parasitaires plus ou moins dispersées dans les 
nodules ou accolées aux lamelles osseuses sont entremélées 


498 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


avec des polynucléaires et de gros noyaux des cellules con- 
jonctives. Le tout représente un nodule d’infection mycosique 
qui s’est formé dans le tissu osseux avec de nombreux lacs 
d’hémorragie. Il y a érosion et destruction de la lravée osseuse 
qui persiste encore. 

D’autre part, nous avons donné le tableau histologique 
suivant permettant une différenciation entre les mycoses 
osseuses et les ostéites banales : en ce qui concerne l’interpré- 
tation histologique, les confusions avec les affections syphili- 
tiques, tnberculeuses et cancéreuses et les ostéites cocciques 
sont & craindre & premiére vue, mais un examen attentif des 
préparations saura les éviter. Ainsi que l’a déjé mentionné 
Caraven pour l’hémisporose, il y a ostéite & la fois raréfiante et 
hypertrophiante et médullite fibro-cellulaire; la coque compacte 
de la diaphyse est peu enflammée, la moelle osseuse intradia- 
physaire est en réaction inflammatoire cellulaire. Dans le cas 
de sporotrichose décrit par Marie et Gougerot, l’examen histo- 
logique présente des aspects identiques. 

Dans l'étude de nos cas d’hémisporoses, nous avons pu 
remarquer que les couches osseuses avaient subi une forte réac- 
tion fibreuse. On rencontre de place en place de petits amas 
formés d’infiltration de cellules géantes et de polynucléaires 
englobés dans un tissu conjonctif jeune. Le tout est entouré 
d’une zone concentrique de tissu sclérosé trés dense ot l'on 
trouve de trés rares cellules géantes. Ce sont ces anneaux sclé- 
rosés qui forment une coque trés résistante constituant un 
tissu de formation récente, développé aux dépens du périoste 
au fur et & mesure que la partie centrale est résorbée par l’ac- 
tion du parasite. Les bourgeons de cette capsule poussant vers 
le centre de l’os, donnent souvent & la coupe un aspect caver- 
neux. 

Dans un autre cas, l’examen histologique des sporotrichoses 
osseuses nous a donné un aspect simulant un chondrosarcome ; 
les débris cartilagineux souvent hyperchromaliques existent 
en nombre considérable; d’autre part, on constate dans le tissu 
conjonclif, & cdté des ilots cartilagineux, des infiltrations for- 
mées par des cellules d’aspect macrophagique & noyau souvent 
monstrueux disposé de préférence autour des vaisseaux; parmi 
ces éléments, on trouve ca et la des cellules épithélioides et de 
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trés rares cellules géantes. Ce sont probablement des phéno- 
menes réactionnels qui ont été déclenchés par la présence du 
champignon. Sil’on réussit & déceler ’élément parasitaire dans 
les préparations histologiques, la lésion se présente ordinaire- 
ment sous l’aspect d'une circonférence, le centre est formé per 
des éléments mycosiques plus ou moins agrégés ou libres, 
entourés d’une large zone de polynucléaires et de macrophages; 
un deuxiéme cercle est composé par des éléments de |’inflam- 
malion chronique. Cette structure histologique surtout carac- 
téristique pour les nodules actinomycosiques se trouve avec la 
méme disposition cellulaire dans la plupart des cas de mycoses 
observés par nous. Nous trouvons au centre du nodule les élé- 
ments parasitaires qui sont entourés d'une zone d infiltration 
épaisse formée par un assemblage de leucocytes et de lympho- 
cytes. On remarque surtout des polynucléaires & noyaux poly- 
morphes; les cellules géantes sont toujours trés rares et doivent 
étre considérées comme des cellules macrophages de corps 
étrangers. Autour de ce foyer d’inflammation, on constate une 
zone de tissu granuleux qui résulte de la prolifération du tissu 
conjonctivo-vasculaire et qui est composée principalement de 
fibroblastes et de cellules fusiformes, tandis que les leucocytes 
et les lymphocytes sont en décroissance. 

Une zone périphérique forme une sorte de capsule autour du 
foyer d’inflammation qui renferme du tissu conjonctif et des 
fibres collagénes en grand nombre. Nous insistons done sur le 
fait que les cellules épithélioides augmentent d’autant plus que 
’on se rapproche de la périphérie, alors que les éléments leuco- 
cytaires et lymphocytaires diminuent; ce fait est aussi caracté; 
ristique pour nos cas d’hémisporoses et de sporotrichose ainsi 
que pour les blastomycoses et les actinomycoses en général. 
La structure histologique des micro-abcés inflammatoires myco- 
siques se distingue donc nettement du nodule tuberculeux. 
Tandis que dans le tubercule les cellules épithélioides se trou- 
vent en nombre élevé dans le centre du nodule et les cellules 
lymphocytaires et leucocytaires logent dans les parties péri- 
phériques, nous constatons dans nos cas de mycoses un arran- 
cement cellulaire inversement dirigé et rappelant étroitement 
la disposition typique et classique du nodule actinomycosique. 

D’autre part, les phénoménes inflammatoires trés prononcés 
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qui se rencontrent ordinairement dans les cas ou il s’agit de 
mycoses servent de caractéres différentiels vis-a-vis d’une 
tumeur néoplasique et aident a orienter le diagnostic. 

La syphilis est, d’autre part, facilement éliminable, étant 
donné la présence constante de tres nombreux polynucléaires 
& noyaux polymorphes dans les lésions mycosiques. On voit 
done que l’on peut, par l’examen histologique pratiqué dans 
un cas peu avancé de la maladie osseuse, fixer le diagnostic ou 
du moins lorienter sérieusement. 

Il faut observer encore, dans les inflammations chroniques 
nodulaires ressemblant dans leur ensemble 4 la tuberculose, 
le mode de nécrose tout différent de celui de la tuberculose. 
La caséification est ici remplacée par de la nécrose fibrinoide 
ou, dans les lésions jeunes, par une désintégralion puriforme. 

Aprés avoir ainsi exposé les techniques employées par nous 
pour le diagnostic par l’examen microscopique direct des 
mycoses, il nous reste 4 mentionner les expériences sur les ani- 
maux au moyen du matériel pathologique. 

Des nombreuses expériences effectuées sur ce sujet, nous 
pouvons tout d’abord conclure que Jes animaux les plus 
réceplifs pour les mycoses en général sont sans aucun doute 
la souris et le rat. 

Cependant, ici, les actinomycoses font exception. Ce fait 
semble ressortir de tous les travaux que nous avons étudiés & 
ce sujet. Nous retenons en premier lieu les recherches de Helzer 
poursuivies a l'aide de son Actinomyces provenant d’un cas 
pulmonaire. Cet auteur a pu, dans ses belles recherches expé- 
rimentales, montrer que par linoculation intramusculaire, 
intrapéritonéale ou intraveineuse apparaissent des affections 
nodulaires, rappelant macroscopiquement les tuberculoides, 
mais présentant l’aspect microscopique d’un abces avec pré- 
sence de nombreuses cellules oxyphiles caractéristiques. Quel- 
ques nodules, pricipalement dans les poumons et le péritoine 
affectent strictement la forme de grains actinomycosiques, 
sans toutefois montrer aucune massue. Si Noesske dans ses 
recherches expérimentales n’a pas réussi A reproduire des 
grains typiques, nous connaissons aujourd'hui, grace aux 
travaux d’Antonioli, de P. Monal, les conditions nécessaires 
pour la réalisation des symptémes chez l’animal. Un cer- 
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tain nombre d’expériences ont été effectuées par nous A ce 
sujet. 

Nous tenons & apporter ici les conclusions de P. Monal [48] 
sur ce point : 

{° L’Actinomyces provenant de cultures pures ou isolé de 
lésions humaines & évolution bénigne est capable de passer & 
travers les parois de lultra-filtre de collodion implanté dans 
Vanimal. 

2° Les animaux de premier et deuxiéme passage ne mani- 
festent aucun symptome caractérislique d’une affection acti- 
nomycosique. 

3° L’ Actinomyces confere par un troisi¢me passage sur l’ani- 
mal, 4 celui-ci, une actinomycose atypique, le parasite revét la 
forme amorphe de symplaste ou pseudo-diphtérique, Gram- 
négative et il est strictement anaérobie. 

4° L’inoculation par voie sous-cutanée du matériel patholo- 
gique alypique peut conférer au cobaye de quatriéme passage 
une aclinomycose typique a grains et massues. 

On voit donc que le passage sur l'animal est absolument 
nécessaire pour reproduire les formes classiques de la maladie. 
D’autre part, on se rend comple qu’1l n’est pas indifferent pour 
la formation des grains de considérer 4 que] stade évolutif cet 
Actinomyces est expérimenté. Nous avons, en effet, pa montrer 
qu'il existe une dissociation actinomycétique, de méme qu'il 
existe une dissociation tuberculeuse. 

D’autre part, il nous a été donné d'isoler pour la premiére 
fois un Blastomycéte |19] d’un cas de mycétome : ce parasite 
a permis de mettre en évidence des grains blastomycétiques 
avec massues, absolument comparables aux grains actinomy- 
cosiques. 

Nous voyons donc que tous les champignons inférieurs peu- 
vent 7n vivo affecter des formes semblables, mais que leur forma- 
tion et leur reproduction expérimentale dépendent de facteurs 
variables que nous avons & peine entrevus et que la suite de 
nos travaux permettra peut-étre un jour d’élucider plus clai- 
rement. 

Si la reproduction expérimentale des symptomes classiques 
de ces mycoses est souvent trés dilficile et permet d’émettre 
des doutes sur l’exactitude des résultats microscopiques et cul- 
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turaux, nous avons des moyens de diagnostic et de contréle 
plus efficaces en nous adressant aux examens sérologiques. 

La sporo-agglutination, d‘aprés la technique de Widal et 
Abrami, en employant des souches différentes de champignons 
parasites, dont l’un sera le Rhinocladium (Sporotrichum) beur- 
manni et l'autre, suivant les nécessités : Actinomyces bovis, 
V'Hemispora stellata ou une Saccharomycétée pathogéne, nous 
a toujours fourni des résultats concordants avec les faits cli- 
niques. Pour la technique de la sporo-agglutination, nous rete- 
nons les faits suivants : le Rhinocladium bevrmanni doit étre 
controlé préalablement au moyen d’un sang de malade stire- 
ment atteint de mycose, car, ne l’oublions pas, il existe des 
souches de Rhinocladium beurmanni qui ne sont pas aggluli- 
nables. D’autres souches sont agglulinées spontanément au 
moyen de sérums normaux. On doit donc avant tout connaitre 
Ja souche en expérience. 

Nous utilisons la technique macroscopique de Widal en 
employant des tubes & hémolyse et une émulsion de spores 
filtrées de concentration faible et bien homogéne. 

La technique microscopique indiquée par Moure ne nous a 
pas satisfaits. 

La réaction de déviation du complément est aussi & la portée 
du médecin; on utilise comme antigéne les deux cultures pré- 
citées, Agées de quatre semaines, ala dose de 0c.c. 1 et le sérum 
du malade 8 0c. c. 1. 

Nous nous permettons de rapporter ici la technique de 
A. Reinhardt [20] que l’auteur emploie dans ses recherches 
concernant les blastomycoses. On active le sérum pendant une 
heure & 56°. On prépare les antigénes de la facon suivante : on 
lave au moyen de sérum physiologique des cultures fratches et 
luxuriantes. Puis on émulsionne finement par agitation les 6lé- 
ments cryptogamiques. Si l’agitation ne suffit pour atteindre 
ce but, on triture stérilement dans un mortier en verre. De 
cette fagon, on peut préparer, & partir de chaque tube de culture, 
une quantité comprise entre 10 et 20 cent. cubes d’antigéne. 
On place ensuite les émulsions de spores pendant plusieurs 
jours a l’étuve & + 37° et éventuellement & + 60°. On ajoute 
alors de l'acide phénique a 0,5 p. 100; on laisse déposer et on 
emploie le liquide surnageant comme antigtne. Le faible 
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trouble qui apparait par la suite au moment de la dilution ne 
nuit pas et disparait aprés l’addition du mélange sang-ambo- 
cepteur dans le cas d’une réaction négative. Les antigénes ainsi 
préparés demeurent stables et se conservent bien quelques 
mois, comme plusieurs expériences de controle nous |’ont 
prouvé. Par une conservation prolongée, les antigénes semblent 
mirir. 

Le contréle des antigénes s’effectue par le méme procédé 
employé pour le contrdle des antigénes au cours de la réaction 
de Bordet-Gengou-Wassermann; on expérimente les antigénes 
en les diluant progressivement avec le complément a 10 p. 100 
et on établit des concentrations décroissantes par rapport au 
systéme hémolytique. 

Pour la réaction définitive, on emploie la dose qui ne pré- 
sente plus, avec les dilutions d’alexine de 10 4 4 p. 160, aucune 
résistance hémolytique. II faut donc faire appel a Ja dose limite 
hémolytique. 

La dose d’antigéne ainsi déterminée est employée dans ]’ana- 
lyse proprement dite avec un volume fixe de sérum (0,05 au 
1/4 de dose) et des concentrations décroissantes d’alexine : 
10,8,6,4. On place le mélange : antigéne-sérum-alexine a 
Pétuve a -+- 37° pendant une heure et demie. Puis on ajoute le 
systeme hémolytique. On lit les résultats aprés trente minutes 
de séjour a l’étuve, on contréle par examen aprés une heure 
et deux heures. Les antigénes seront vérifiés au moyen d’un 
sérum normal et d’un sérum syphilitique pour chaque réaction. 

Nous avons préparé a l'aide d’un procédé spécial des anti- 
genes stables et plus actifs que nous utilisons & présent dans 
nos recherches et qui nous ont permis d’établir par la réaction 
de déviation du complément suivant Bordet-Wassermann d'un 
coté, suivant Hecht de l’autre, des diagnostics spécifiques par 
rapport a la tuberculose et a la diphtérie. 

Pour éviter les réactions non spécifiques des sérums de 
malades ayant un Bordet-Wassermann positif, nous les trai- 
tons au moyen d’un chauffage d’inactivation a une température 
plus élevée allant parfois jusqu’a + 60°. Nous employons des 
doses décroissantes d’antigéne, du sérum de malade pur et 
dilué par le sérum physiologique 41/2 et de V’alexine fraiche de 
cobaye diluée 4 1/15 ou a 1/20. Le ‘mélange antigene-sérum- 
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alexine reste de une heure & quatre heures & |’étuve. L’emploi 
de sérum dilué du malade est nécessaire pour éviter les réactions 
non spécifiques de tuberculose. Nous pratiquons avec les mémes 
antigénes la réaction de Hecht trés sensible pour les mycoses. 

Nous reviendrons trés prochainement sur ces méthodes dans 
un mémoire et nous nous contentons d’insister aujourd hui sur 
le fait que celte nouvelle technique nous donne des résultats 
beaucoup plus stirs que la sporo-agglutination. 

Il ne nous reste plus qu’a citer la méthode de cuti-réaction 
spécifique et d’intradermo-réaction que nous avons employée 
dans quelques cas avec une toxine mycosique préparée comme 
suit : 

Il s’agit d’une préparation comportant un mélange de produits 
toxiques solubles intra- et extracellulaires; nous adoptons une 
fois le Rhinocladium beurmanni, une autre fois un organisme 
cryptogamique spécifique si possible. Nous employons des cul- 
tures igées de quatre semaines sur un milieu de bouillon ren- 
fermant 1 p. 100 de peptone. A ce moment, nous ajoutons au 
milieu 8 p. 100 de glycérine stérilisée et nous évaporons, sans 
trop de hate, les cultures au bain-marie 4 + 95°; dans ces con- 
ditions, nous extrayons par la concentration progressive de la 
glycérine les endotoxines mycosiques. Cet extrait sirupeux est 
pesé et nous y ajoutons une solution d’acide chlorhydrique a 
1 p. 100, en laissant en contact environ vingt heures & + 37°; 
nous centrifugeons |’émulsion; nous neutralisons au moyen de 
soude et nous pratiquons une distillation dans le vide en 
recueillant le distillat dans 34 4 cent. cubes d’acide sulfurique. 
Cette solution renfermant les toxines endo- et exo-cellulaires, 
est amenée par addition de soude 4 un pH de 7,2 et sert dans la 
pratique du diagnostio des infections mycosiques. 

Les manifestations que nous avons pu noler par l'emploi de 
l'intradermo-réaction, sont les suivantes : deux a quatre heures 
apres l'application du produit, le malade ressent une sensation 
de fatigue; la température monte de 36°9 & 38°7 ou 39°2 dans 
les premitres douze heures; le lendemain, la température est 
encore en légére augmentation pour revenir, dans la suite, A 
la normale. 

De plus, il se forme, au lieu d’application, une papule de 
couleur rouge qui s’étale pour former une nodosité de 1 & 2 cen- 
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timétres de diamétre. Cette manifestation persiste pendant trois 
ou quatre jours pour disparaitre sans laisser de trace ensuile. 
La contre-épreuve, pratiquée chez des sujets sains, a revélu un 
caractére constamment négatif. 

Nous avons ainsi exposé les méthodes de laboratoire mises 
par nous & la disposition du médecin ou du chirurgien. Nous 
sommes d’accord avec M. Chevrier quand il déclare que la 
culture et l'étude complete des organismes mycosiques ont 
seules une valeur pleinement affirmative, mais nous ne pouvons 
Je suivre lorsqu’il dit : « Les mauvaises langues prétendent 
que les facilités de dissémination du champignon sont telles, 
qu'on en trouve partout pendant un certain temps; il n’y aurait 
pas seulement des années A champignons, suivant le mot de 
Lenormant rapporté par Moure, mais encore des iaboratoires & 
champignons. » Nous ne voudrions pas insister sur ces paroles, 
prononcées, nous le croyons, un peu a la légére. I! ne faut pas 
voir des champignons partout, mais il faut savoir les déceler 
lorsqu’ils existent. Au cours de nos nombreuses recherches, 
journaliéres pourrions-nous dire, sur les mycoses, il ne nous 
a presque jamais élé donné d’isoler deux fois de suite !e méme 
parasite de prélévements différents; la plupart du temps, au 
contraire, les organismes pathogénes mycosiques que nous 
isolons sont tres différents les uns des autres; de plus, ils ne 
possédent pas, durant les premiers repiquages, de caractércs 
bien fixés et demandent, pour prendre leur aspect définitif et 
typique, un cerlain nombre de passages sur les milieux de cul- 
ture. S’il s’agissait de germes provenant de l'atmosphére ou de 
ambiance du laboratoire, ceux-ci prendraient, & coup str, 
rapidement leurs caractéres définitifs et ne se montreraient pas 
déformés et altérés par le parasitisme. Ce seraient toujours les 
mémes germes que l’on isolerait et nous dirons méme que, si 
par hasard nous débouchons intentionnellement au laboraloire 
des tubes de milieux de culture de maniére & provoquer un 
ensemencement spontané de ceux-ci, ce sont toujours des moi- 
sissures banales qui poussent et qui ne tardent pas & envahir 
complétement le milieu. Ces germes sont des saprophytes et 
ne montrent pas de caracttres pathogénes. Nous attirons 
attention, d’autre part, sur ce fait que les champignons 
pathogénes sont, pour la plupart, des champignons délicats qui 
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ne supportent pas la présence de saprophytes sur les milieux ot 
on les cultive; généralement, en effet, les saprophytes prennent 
le dessus rapidement, les étouffent et les font mourir. 

Il ressort, de toutes ces recherches, entreprises par les auteurs 
cités au cours de ce travail et de nos expériences personnelles 
poursuivies déja depuis plus de vingt ans, que lisolement des 
champignons inférieurs provoquant des mycoses n’est pas chose 
facile; qu'il nécessite, non pas une technique, mais des tech- 
niques appropriées a la recherche de tel ou tel agent mycosique. 
Pourquoi voudrions-nous créer un milieu « idéal », pourquoi 
espérerions-nous que Mucorinées, Saccharomycétées, Sporo- 
trichées, Hémisporées, Actinomycélées, poussent ou végétent 
sur le méme substrat? Essayons un peu de choisir le liquide de 
Raulin, le bouillon ordinaire, les milieux solides usuels : 
presque toujours nos résultats seront négatifs. 

N’avons-nous pas des bactéries qui ne poussent que sur des 
milieux spécialement composés? Les champignons inférieurs et 
surtout les Actinomyces, sont des étres fragiles et trés capricieux. 
Nous croyons, d’ailleurs, que nous ne serons pas démenti par 
notre maitre, le professeur Roger, en disant qu’au début de nos 
recherches sur les Oosporoses, nous n’avons pas toujours été 
satisfaits des milieux essayés par nous. Et puis, il n’y a pas que 
le milieu : une technique précise et raisonnée devient néces- 
saire; c’est pourquoi nous nous sommes décidés a publier celle 
que nous employons, profitant ainsi des derniéres découvertes 
de la sérologie et de la biologie. 

Nous espérons ainsi rendre plus facile l’isolement des agents 


mycosiques, croyant étre utiles & la fois & ! homme de labora- 
toire et au clinicien. 
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DE L’EMPLOI D’UNE MELANINE CHOROIDIENNE PURIFIEE 
DANS LA SEROFLOCULATION PALUSTRE 


Par E. TRENSZ. 


(Institut Pasteur d’ Algérie.) 


L’intérét pratique de la mélanoréaction décrite par X. A. 
Henry, en 1927 (4), a été confirmé par de nombreux travaux 
tant en France qu’a l’étranger. La réaction est recherchée 
dans |’eau distillée et dans eau salée a3 p. 1000 4 l'aide d'un 
réactif qui contient de la mélanine choroidienne. Henry 
emploie le pigment mélanique & |’état brut, en suspension 
dans l’eau distillée additionnée de formol el de corps vitré. 
Par la composition méme du réactif mélanique, Ja réaction se 
préte plus particuligrement & l’examen macroscopique des 
réponses (2). Elle présente pour l’examen photométrique plu- 
sieurs inconvénients, qui tiennent au fait que la technique 
n’alteint pas un degré de précision suffisant et que la réaction 
est recherchée dans plusieurs excipients aqueux différents, ce 
qui géne |’établissement de courbes sérologiques. Nous avons 
cherché a établir une technique photométrique qui permette 
de tracer des courbes sérologiques réguliéres, comparables par 
leur précision aux courbes sérologiques qu’on établit chez les 
syphilitiques par la méthode de Vernes. 


I. — Technique de la mélanofloculation. 


Cuorx D’UN RBACTIF. 


Nous nous sommes adressé & la mélanine choroidienne 
puisqu’elle donne des réactions particuliérement sensibles. 


(1) Congrés pour Avancement des Sciences. Constantine, 1927. 
(2) Bull. Soc. path. exot., 27, n° 4, 1934, p. 333. 
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I] nous a paru tout d’abord ulile de purifier la mélanine pour 
la débarrasser des protéines oculaires afin d’obtenir, avec une 


mélanine purifiée, un réactif stable d’un titre constant et d’une 
conservation facile. 


SOLUBILISATION DE LA MBLANINE (1). — La mélanine choroi- 
dienne naturelle est insoluble dans l’eau distillée. Elle se 
dissoul comme l’hémozoine dans les bases fortes (soude, 
potasse) et précipite en milieu acide. Le procédé de solubili- 
sation consiste & soumettre le pigment & une premiére disso- 
lution dans la soude, a 40°, durant trois jours. Le pigment est 
ensuite précipité par l’acide chlorhydrique et remis en solution 
dans la soude décinormale durant deux jours. En alternant 
les dissolutions successives avec des précipitations, on constate 
qu’a chaque nouvelle dissolution, la solubilité du pigment 
augmente. Déja, aprés la deuxiéme dissolution, le pigment est 
devenu entiérement soluble dans l'eau distillée, et si on con- 
tinue les manipulations, il devient soluble en milieu acide. 

Ce procédé de solubilisation s’applique également a d’autres 
pigments (hémozoine, mélanine de seiche) en employant 
d’autres concentrations de la solution de soude. 

La mélanine soluble se montre parfaitement stable et aussi 
active que le pigment brut. Elle présente, sur le pigment brut, 
les avantages suivants : 

1° Elle est débarrassée des protéines oculaires qui peuvent 
avoir une inffuence sur la floculation. Le réactif est, de ce fait, 
mieux défini que Je réactif de Henry, dont l’action est trés 
complexe et oi agissent, & cdté de la mélanine, le corps vitré 
et le formol dont |’emploi est devenu inutile quand on se sert 
de la mélanine purifiée. 

2° Les différents échantillons de mélanine que nous avons 
préparés présentent, dans les mémes conditions de préparation, 
la méme activité. Le titrage du réactif peut étre fait d’une 
maniére trés précise au photométre de Vernes; il n’est donc 
pas nécessaire de titrer le réactif sur des sérums d’épreuve. 

3° La mélanine purifiée peut étre facilement conservée. Au 
frigorifique, nos différents échantillons de réactif conservent, 


(1) C. R. Acad. Sc., 198, 1934, p. 1.458. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 55, n° 2, 1935. 44 
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depuis un an, un titre rigoureusement constant. Au labora- 
toire, & des températures qui ont varié de 15° & 29°, le titre 
des réactifs a& peine baissé ; aprés un an, ils sont encore utili- 
sables. Il est cependant préférable de les garder au frigorifique. 

4° L’emploi de la mélanine en solution facilite les lectures 
macroscopiques et les lectures photométriques de la réaction. 
Le réactif est parfaitement limpide; déja, 4 l’eeil nu, on dis- 
tingue, de ce fait, aisément les réactions négatives des réac- 
tions douteuses et positives. Le précipité que forme la mélanine 
avec certaines parties du sérum se dissocie facilement en for- 
mant un trouble uniforme qui se préte bien a la mesure de la 
densilé optique. 

Ayant ainsi obtenu un réactif précis et d'une activité con- 
stante, nous avons pu donner a Ja technique de la mélanoflocu- 
lation toute la précision qui est désirable quand on emploie 
le photométre de Vernes (1). 


CuOIxX D’UN MILIEU POUR LA REACTION. 


La mélanoréaction peut étre recherchée dans différents 
milieux aqueux. Henry se sert de l'eau distillée et d’une solu- 
tion de chlorure de sodium 43 p. 1000 ou 85 p. 1000. La réac- 
tion est particuliérement sensible dans l’eau distillée et Henry 
se serait sans doute limité & l'emploi de l’eau distillée si les 
sérums de paludéens ne présentaient pas, pour la plupart, la 
propriété de floculer spontanément dans l’eau distillée. Cette 
propriété qu’om a appelée « surfloculance » ou « surflocula- 
tion », a beaucoup géné la mise au point de la lechnique, car 
Ja surfloculation se rencontre encore, en dehors du paludisme, 
dans d’assez nombreuses affections. Dans la mélanofloculation 
de Henry, les grains de pigments se trouvent en suspension 
dans l'eau distillée; le sérum des paludéens flocule, dans le 
tube « réaction »,& la fois sous Vaction de l'eau distillée et 
sous l’action de la mélanine. La réaction dans l'eau distillée 
ne permet donc pas d’évaluer exactement l’action propre de la 
mélanine et, de ce fait, certaines confusions ont pu se produire. 


(4) Les détails concernant le mode de préparation du réactif, la technique 
de la reaction et les résultats qu’elle nous a donnés, paraitront dans les 
Archives de l'Institut Pasteur d’ Algérie, 43, 1935, n° 1. . 
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Henry a essayé de diviser les sérums des paludéens en deux 
catégories : 1° les sérums surfioculants, et 2° les sérums qui 
ne surfloculent pas. Cette division nous parait étre artifi- 
cielle, car examen photométrique montre mieux que l’examen 
- macroscopique que la surfloculation, extrémement fréquente 
chez les paludéens, y existe & tous les degrés et qu'une déli- 
mitalion par catégories est arbitraire. Pour séparer les sérums 
surfloculants des non-surfloculants, Henry indique une certaine 
valeur limite de la surfloculation qui, selon lui, est compa- 
tible avec la réaction dans leau distillée. Avec les sérums 
dont la surfloculation dépasse 60° photométriques, la réaction 
dans l’eau distillée n’a plus de valeur diagnostique. Ces sérums 
seront éprouvés dans un autre milieu qui est la solution de 
chlorure de sodium 4 3 p. 1.000. Pour certains sérums, il faut 
employer une solution & 5 p. 1.000. La surfloculation y est 
supprimée et le milieu conviendrait parfaitement 4 lui seul, 
si la floculation n’y était habituellement atténuée (sauf dans 
certains cas ou le chlorure de sodium produit |’effet inverse 
et accentue légérement la réaction). Kn suivant la technique 
de Henry, on éprouve donc chaque sérum par la double réac- 
tion dans l’eau distillée et dans l'eau salée. Cette technique, 
outre qu'elle rend les manipulations plus longues, n’est pas 
sans présenter des inconvénients pour l'étude pholométrique 
des résultats. On peut s’en rendre compte en tracant des 
courbes sérologiques chez des paludéens en traitement. Chez 
un méme malade, le degré de surfloculation se modifie au 
cours du traitement. De ce fait, c'est tantdt la réaction dans 
l'eau salée, tantot celle dans l'eau distillée qui donne la réponse 
yalable (voir le graphique p. 217). Les chiffres obtenus dans 
Yun et l’autre milieu ne correspondent pas suffisamment pour 
permettre de tracer des graphiques réguliers. Pour ces diffé- 
rentes raisons, nous avons écarté l'emploi de Veau distillée et 
du chlorure de sodium et nous avons cherché un milieu unique 
pour la réaction. 


AcTION DES SELS NeuTRES. — En étudiant l’action de divers 
sels neutres sur la mélanofloculation, nous avons constaté que 
chacun d’eux a une certaine influence sur la floculation et sur 
la surfloculation. Les sels neutres n’agissent pas seulement 
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d’une maniére passive, en augmentant la concentration molé- 
culaire du milieu; ils interviennent dans le processus méme 
de la réaction, en diminuant ou en augmentant, tantot la 
floculation, tantot la surfloculation. Ces deux phénoménes ne 
sont, en général, pas modifiés et influencés de la méme maniére 
et au méme deegré. Ceci montre bien que chacun d’eux a une 
certaine individualité, malgré leur parenté, et cela donne éga- 
lement la possibilité de dissocier les deux phénoménes de 
maniére & supprimer Ja surfloculation pour ne conserver que 
la floculation. 

Notre choix s'est arrété sur le chlorure d’ammonium en solu- 
tion a 3 p. 1000. La réaction est, dans ce milieu, aussi sensible 
que la réaction de Henry dans |’eau distillée et nettement plus 
sensible que la réaction de Henry dans l'eau salée. La surflo- 
culation est, dans ce milieu, supprimée. I] devient, de ce fait, 
superflu d’opérer dans deux milieux différents, les manipula- 
tions se simplifient et les courbes photométriques deviennent 
réguliéres. 

PRATIQUE DE LA REACTION. 


La réaction est recherchée dans deux tubes, un tube « réac- 
tion » et un tube « témoin ». Le tube réaction recoit 0 c.c. 25 
de sérum frais et 1 cent. cube d'une solution de mélanine au 1/10 
dans le chlorure d’ammonium & 3 p. 1.000. Le tube témoin 
recoit 0 c.c. 25 de sérum et 1 cent. cube de solution de chlo- 
rure dammonium & 3 p. 1.000. Nous nous servons du rhéo- 
métre de Vernes pour diluer et pour répartir le réactif, des 
pipettes de Kahn pour distribuer le sérum. Les résultats sont 
lus aprés un séjour de deux heures & 37°. 

Lectures macroscopiques : La réaction est négalive quand le 
liquide du tube « réaction » reste transparent; elle est douteuse 
quand Je liquide se trouble, positive quand un dépot se forme 
au fond du tube. 

Lectures photométriques : L'indice sérologique se calcule par 
la formule suivante : 

ay i IS=DR—(DT + DM). 
IS (indice sérologique). 
DR (densité optique de la réaction). 
DT (densité optique du témoin). 
DM (la densité optique propre du réactif mélanique au 1/10). 
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Il. — Résultats. 


La technique a été éprouvée sur le sérum de 614 sujets non 
paludéens et sur 378 sérums de paludéens. Pour nous rendre 
compte de sa valeur diagnostique et desa sensibilité, nous avons 
recherché la réaction sur une partie des mémes sérums & la fois 
par notre technique et celle de Henry [ancienne (1) et nouvelle 
technique de l’auteur (2)], Toutes les lectures ont été faites au 
photométre de Vernes. 


SiRUMS TéMoins. — La grande majorité des témoins a été étu- 
diée en France dans une région ot il n’y a pas de paludisme. 
614 sérums témoins nous donnent par notre technique a la méla- 
nine purifiée 596 réactions négatives, 12 réactions douteuses et 
6 réactions légérement positives. 170 sérums de ces mémes 
sérums, parmi ceux qui avaient donné des réactions positives ou 
douteuses, ont été étudiés également par les techniques de Henry. 


PROCEDE POSITIVES DOUTEUSES NEGATIVES 
Réactions par les techniques de Henry. 33 32 405 
Réactions 4 la mélanine purifiée ... 6 8 156 
SiRUMS DES PALUDEENS. — La réaction a élé vérifiée sur 


378 sérums de paludéens provenant de paludéens indigénes 
hospitalisés, pour la plupart, a I’hdpital de Mustapha d’Alger. 
Les chiffres ci-dessous indiquent des valeurs comparatives 
mais ne permeltent pas d’établir, a un titre général, dans quelle 
proportion la réaction est positive dans le paludisme. Plusieurs 
malades venaient de suivre un traitement avant le premier 
examen; or, le traitement influe rapidement sur ]’indice. Chez 
les malades qui ont pu rester un temps suffisant & l’hdpital, les 
indices sont devenus négatifs au cours du traitement. 


33 sérums de paludéens. 


PROCEDE POSITIVES DOUTEUSES NEGATIVES 


Réaction par l’ancienne technique de 


(1) Ile Congrés international du Paludisme, Alger, 1, 1930, p. 751. 
(2) C. R. Soc. Biol., 145, 1934, p. 1606: [bid., 116, 1934, p. 1237; Arch. Inst. 


Proph., 6, n° 3.1934, p. 324. 
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24 sérums de paludéens. 


PROCEDE POSITIVES DOUTEUSES NEGATIVES 


Réaction par Ja nouvelle technique de 
Fo NA Germiamn eer omials. Gibco fon fel 14 4 3 
Réaction 4 la mélanine purifiée .... 12 5 4 


Les renseignements les plus intéressants ont été fournis par 
les courbes sérologiques que nous avons pu tracer de 33 malades 
en cours de traitement antipaludique. Ces observations feront 
Vobjet d'une étude spéciale de la part de MM. Lebon et Man- 
ceaux avec qui nous collaborons pour |’ étude clinique de l’indice 
sérologique. 

Nous nous bornerons ici & donner une de ces courbes photo- 
métriques a titre d’exemple. 

Elle a été relevée chez un paludéen infecté de Pl. precox. 
Pendant une premiére période du traitement a l’atébrine plas- 
moquine, |’état général s’améliore, la splénomégalie régresse, 
et Vindice sérologique descend progressivement de 105 a 53; 
ensuite, l’indice sérologique s’est maintenu en plateau pendant 
trois semaines. Sous l’influence du traitement 4 la quinine, on 
note une nouvelle descente de indice & 40. 

Nous avons, d’autre part, comparé les résultits des différentes 
techniques en calculant la valeur moyenne des indices obtenus. 


4° Ancienne technique de Henry 


VALFUR MOYENNE 
des indices 


NOMBRE cates Oe eee 
de 
nl 
de Henry purifiée 
Serums Lem OS a0 dee cen tree mene V47 40 8 
Serums de patuteens:.... - . 4 5s ao 60,6 78,2 


Notre technique différencie donc mieux que l’ancienne tech- 
nique de Henry les réactions positives des réactions négatives. 
2° Nouvelle technique de Henry 


VALEUR MOYENNE 
des indices 


de I a 
réactions Procédé eee 
a mélanine 
tiga purifiée 
DSCLUMBMIEMOME ss cles oven ean > ahd 9 9 


S58 ona os) ceo 27 vel 
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Les indices des sérums témoins ont, par les deux procédés, 
approximativement la méme valeur moyenne. Les sérums de 
paludéens ont, au contraire, un indice moyen nettement plus 
élevé par notre procédé qu’avec la nouvelle technique de Henry. 
Nous avons réglé la technique de maniére que I’échelle des 
indices devienne trés étendue. Les variations de l’indice séro- 
logique qui se produisent sous l’influence du traitement 
deviennent ainsi trés apparentes, et donnent a la courbe séro- 
logique une cerlaine ampleur gui en facilite la lecture. 


INTERPRETATION DE L’INDICE SEROLOGIQUE PALUSTRE. 


L’indice sérologique ne mesure pas la gravité immédiate de 
la maladie ni la virulence de l’hématozoaire en question. Ce 
nest pas une indication qui concerne directement l’agent 
causal, mais une indication qui concerne le terrain sur lequel 
évolue l’hématozaire. L’indice sérologique mesure le degré de 
bouleversement du milieu intérieur qui est intimement lié aux 
perturbations organiques se produisant sous l’action de |’ héma- 
tozaire. La réaction est négative quand l’indice est compris 
entre 0 et 30, douteuse de 30 a 45, légérement positive de 46 a 
55, positive entre 56 et 300. 

Le sérum normal donne toujours une réaction franchement 
négative. Les réactions douteuses se rencontrent, en dehors du 
paludisme, dans la tuberculose, chez certains syphilitiques, 
dans certaines cirrhoses. La réaction douteuse n’a done qu'une 
valeur d’orientation. En présence d'une telle réaction, on pense 
au paludisme, et on répete les examens pour se rendre compte 
du sens évolutif de indice. Chez les paludéens avérés, une réac- 
tion douteuse indique que le malade n’a pas repris son équi- 
libre organique normal. Aux environs de 55, on entre dans la 
zone des réactions positives. C’est également entre les indices 
de 45 & 55 que les réactions deviennent macroscopiquement 
positives. La démarcation entre les sérums douteux et les sérums 
légérement positifs est d’autant plus délicate qu entre les deux 
iln’y aqu’une différence de degrés et aucune différence essen- 
tielle. . 

L’étude de trés nombreux sérums témoins nous a permis 
d’adopter comme limite schématique !’indice de 55. Au-dessus 
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de cet indice, les réactions, endehors du paludisme, deviennent 
exceptionnelles. Aucun de nos 614 sérums témoins ne nous a 
donné des indices élevés (10Q-300) comme nous les observons 
couramment chez les paludéens: l’indice a une valeur diagnos- 
tique d’autant plus grande qu'il est au-dessus de 55. Nous ne 
connaissons chez l'homme que deux affections autres que le 
paludisme of la réaction se montre couramment positive : le 
typhus exanthématique et le kala-azar. Dans le typhus exanthé- 
matique, nous avons relevé des indices faibles, entre 55 et 85; 
au contraire, dans le kala-azar, les indices sont extrémement 
élevés, plus élevés que dans le paludisme. Dans cetle maladie, 
les conditions physico-chimiques qui conditionnent la réaction 
atteignent un degré extréme. Aussi tout indice qui dépasse 200 
fait penser au kala-azar et invite & des recherches complémen- 
aires (recherche des corps de Leishman). 


LES INDICATIONS D EMPLOI DE LA REACTION. 


1° Pour LE DIAGNOSTIC DU PALUDISME. — @) L’indice sérologique 
ajoute aux symptdmes cliniques et aux tests de laboratoire une 
notion utile. En matiére de diagnostic du paludisme, la recherche 
de hématozoaire reste fondamentale : oulre qu'elle apporte 
dans le diagnostic |’élément de certitude, elle indique lequel 
des parasites est en jeu. La recherche de l’hématozoaire et la 
sérofloculation donnent des réponses qui se compltent, mais 
lune ne saurait étre substituée a l'autre. Pendant l’accés 
fébrile, la recherche de la sérofloculation est sans valeur pro- 
bante ; & ce moment, le diagnostic est posé par la présence de 
lhématozoaire. En dehors des accés fébriles, quand l’hémato- 
zoaire est absent du sang périphérique, il est indiqué de tenir 
compte de l’indice sérologique pour compléter l'ensemble des 
symptomes cliniques et des autres tests de laboratoire sur les- 
quels le clinicien se base pour poser son diagnostic. Le clini- 
cien n’oubliera pas, cependant, qu'une réaction posilive ne 
signifie pas nécessairement que les accidents actuels du malade 
sont de nature paludéenne. 

6) L’indice sérologique peut, d’autre part, servir pour l'étude 
du paludisme latent d’emblée, de ces formes extrémement atté- 
nuées de l’infection qui se traduisent par des symptémes tar- 
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difs, apparaissant longtemps aprés l’inoculation du germe ou 
qui, parfois peut-étre, ne s’accompagnent d’aucun signe cli- 
nique. Ces formes particwliéres du paludisme, difficiles a 
dépister, sont encore peu connues et d’une interprétation déli- 
cate. Nous pensons, en nous basant sur plusieurs cas que nous 
avons en observation et sur lesquels nous nous proposons de 
revenir, que l’indice sérologique aidera a éclaircir cette question. 
c) Liindice sérologique n’est pas seulement utile quand il 
est positif, il ’est aussi, chez certains malades, quand on le 
trouve négatif. Dans les pays ot le paludisme régne & |’état 
endémique, il n’est pas toujours facile d’écarter le diagnostic 
de paludisme chez des fébricitants chroniques qui viennent 
consulter en état d’apyrexie et chez qui, surtout sil s’agit 
d’indigénes, les antécédents ne peuvent pas étre précisés. II est 
alors bon de consulter, chez ces malades, l'indice sérologique. 
Le diagnostic de paludisme évolutif est d’autant moins pro- 
bable que indice est plus prés de 0. Jusqu’a présent, nous 
avons toujours trouvé une réaction positive ou au moins dou- 
teuse chez les anciens paludéens dont infection était encore 
active et qui n’avaient pas été récemment traités. Ce point 
mérite d’étre vérifié sur un tres grand nombre de malades. 
Dans cette catégorie de malades, qui souvent sont des tuber- 
culeux, l’indice sérologique peut servir de test éliminatoire. 


2° DANS LE PROBLEME DU TRAITEMENT DES PALUDEENS. — L’étude 
de l'indice sérologique nous parait étre particuliérement inté- 
ressante au cours du traitement des paludéens. Alors que la 
recherche de l’hématozoaire rend compte de l’action du médi- 
cament sur les parasites, quant a leur altération et disparition 
de la circulation périphérique, Vindice sérologique enregistre 
les modifications que le traitement imprime au milieu intérieur. 
Les examens hebdomadaires permettent d’inscrire les résultats 
sous forme de courbes sérologiques. Pendant le traitement, 
la courbe sérologique peut monter, rester stationnaire ou 
baisser. Si le malade réagit bien au traitement, l'indice sérolo- 
gique descend sans tarder, plus rapidement dans les primo- 
infections que chez les infectés de longue date. Il s’incline en 
pente plus ou moins réguliére ou en forme de sinusoide. Chez 
certains malades, nous avons vu que l’indice sérologique a été 
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un test plus sensible que les symptémes cliniques pour donner 
une indication précoce sur l’efficacité du traitement. D’autre 
part, en prolongeant le traitement, il n’est pas rare d’observer 
que le malade soit cliniquemont rétabli, alors que son milieu 
intérieur n’est pas redevenu normal. Un indice qui d’aborda 
été positif franchit, au cours du traitement, la zone des indices 
douteux et devient négatif. On peut alors se demander si cette 
seule indication est suffisante pour autoriser le médecin a 
suspendre le traitement. Avec le degré de sensibilité moyenne 
que nous avons dt donner & Ja réaction pour lui conserver un 
intérét diagnostique, « réaction négative » ne veut pas dire 
« sérum normal ». La réaction devient négative quand les 
modifications du sérum diminuent au point de descendre 
au-dessous du seuil de sensibilité de la réaction. Jl y a lieu, en 
continuant le traitement, de suivre lindice dans la zone des 
réaclions négatives, jusqu’a ce qu'il se maintienne en plateau, 
aux environs de 0. Cette indication, jointe aux symptomes 
cliniques et aux autres tests de laboratoire, peut décider le 
clinicien, quand tous les signes sont négatifs, & suspendre le 
traitement d’une facon momentanée. Il est trés utile de garder 
les malades en observation, si on le peut, et de déterminer 
périodiquement, conjointement aux autres recherches qui 
pourraient déceler une reprise de infection, leur indice séro- 
logique. Chez plusieurs malades, nous avons vu remonter 
Vindice sérologique avant la réapparition des acces fébriles. 
Ce qui importe donc, c’est de suivre le malade dans le temps. 
Un indice sérologique unique est une indication fragmentaire. 
La sérologie palustre donne sa mesure quand on |'étudie sous 
forme de courbes sérologiques, comme la réaction de Vernes 
dans la syphilis. 


Ill. — Mécanisme de la mélanofloculation. 


Au contact du sérum de paludéens, le pigment mélanique 
abandonne |'état de solution et précipite, avec certaines parties 
du sérum, sous forme d’une combinaison réversible. Le préci- 
pité se dépose au fond des tubes alors que le liquide surna- 
geant se décolore partiellement. Pour expliquer la mélano- 
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réaction deux conceptions ont été formulées. Henry considére 
la mélanofloculation comme une réaction spécifique dans le 
sens sérologique du mot: ii s'agirait d’une rencontre entre des 
anticorps pigmentaires et Ja mélanine, en considérant la méla- 
nine choroidienne comme un antigéne parent de l’hémozoine. 
Dans cette conception, l'état physico chimique du sérum des 
paludéens et en particulier l'état de stabilité de certaines frac- 
tions protéiques n’intervient que tout & fait secondairement et 
ne toucherait pas au fond méme du phénoméne. Aussi, Henry 
a-t-il toujours considéré le phénoméne de Ja surfloculation, si 
fréquent chez les paludéens, comme essentiellement différent 
du mécanisme de la mélanofloculation. 

Contrairement 8 Henry, nous avons été conduit & soulenir 
une conception qui met l’état physico-chimique du sérum des 
paludéens au premier plan. Alors que diffrents auteurs avaient 
remarqué que le sérum des paludéens est souvent surfloculant, 
nous avons élabli qu’il existe un rapport précis entre le degré 
de la surfloculation et Vintensité de la mélanofloculation; 
les deux phénoménes évoluent parallélement (1). Ayant d’autre 
part rencontré des mélanofloculations typiques dans des affec- 
tions of il n’y a pas de production de pigments analogues 4 
Vhémozoine (2) [trypanosomiase, kala-azar|, nous avons conclu 
que le mécanisme de la réaction ne trouve pas une explication 
satisfaisante dans |’hypothése de Henry, et nous avons formulé 
une hypothése qui met cette réaction en rapport avec une 
instabilité particulitre du sérum des. paludéens. Cette insta- 
bilité se révéle a la fois sous l’action de la mélanine par la 
floculation et sous l'action de l'eau distillée par la surflocula- 
tion. 

V. Chorine a confimé, dans une premiére étude, notre 
démonstration de l’évolution paralléle de la floculation et de 
la surfloculation; mais il a supposé, contrairement a ses 
conclusions ultérieures, que ce parallélisme était purement 
extérieur, et qu'il ne correspondait pas & un lien de parenté 
entre les deux phénoménes. Aussi a-t-il conclu que « la réac- 
tion de Henry ne s’explique pas par la surfloculation du 


(1) Bull. Soc. Path. Exot., 25, n° 4, 13 avril 1932, p. 314. 


(2) Bull. Soo. Path. Exot., 25, n° 3, 9 mars 1932, p. 230 et Arch. Inst. Past. 
@ Algérie, 10, 1932, p. 443. 
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sérum », et a-l-il émis l’hypothése que la réaction est peut- 
étre en rapport avec une diminution du taux des albumines 
dans le sérum (1). | 


ROLE DES EUGLOBULINES DANS LA MELANOFLOCULATION. 


On sait que les différentes fractions protéiques ne sont pas 
également solubles dans l’eau distillée. Les euglobulines, en 
particulier, sont caractérisées par leur insolubilité dans ce 
milieu. D’autre part, le taux en est notablement augmenté 
dans différentes maladies & Protozouires : kala-azar, paludisme, 
trypanosomiases. Pour montrer le rdle éventuel des euglobu- 
lines dans la méJanofloculation, hypothése qui a été également 
envisagée par R. Gille(2), nous avons comparé le taux de 
leuglobuline avec Vintensité de la réaction et avec l’intensité 
de la surfloculation du sérum dans l'eau distillée. Nous avons 
constaté que ces trois phénoménes évoluent parallélement et 
paraissent étre intimement liés entre eux. Nos recherches nous 
ont permis de conclure que « |’euglobuline se révéle comme 
un facteur primordial dans le mécanisme de la réaction de 
Henry » (3). 


a) Rapports DE LA REACTION AVEC LA QUANTITE DES EUGLOBULINES. 
— V. Chorine et Gillier, ont repris ’hypothése des euglobulines 
et ont cherché & expliquer la réaction par un moyen plus 
direct (4). Ces auteurs essaient de transformer un sérum négatif 
en sérum positif en lui ajoutant des euglobulines et encore 
d’autres substances ayant pour caractére commun d’étre inso- 
lubles dans l’eau distillée (acide urique, cholestérol, lécithines). 
En recherchant la réaction de Henry sur les sérums ainsi 
transformés, ils constatent l’apparition de précipités dont la 
quantité est proportionnelle a la quantité d’euglobulines 
ajoutées. La surfloculation croit en méme temps et dans les 
mémes proportions que la floculation. Ces résultats aménent 


(1) Bull. Soc. Path. Exot., 26, 8 février 1933, p. 269. 

(2) C. R. Soe. Biol., 142, n° 1, 1933, p. 334. (Soc. Biol. d’Alger, le 15 décembre 
4932.) 

(3) Bull. Soc. Path. Exot., 26, n° 3, 8 mars 1933, p. 442. 

(4) C. R. Ac. Se., 197, n° 17, 23 octobre 1933, p. 950 et Ces Annales, 57, n° 2, 


1934, p. 193. 
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nos collégues & conclure que la réaction de Henry est due a 
V'instabilité du sérum dans l'eau distillée. La réaction s’expli- 
querail par une « augmentation quantitative de substances dis- 
soutes dans le sérum et peu ou pas solubles dans l'eau distillée ». 
Le role actif serait joué par leau distillée, le role de la mélanine 
se réduisant a celui d’un « indicateur coloré ». 

Cette maniére de voir se rapporte aux conditions expérimen- 
tales, mais elle n’explique pas la réaction telle qu’elle se pro- 
duit dans les conditions naturelles. On constate, en effet, que, 
dans les conditions naturelles, l’intensité de la mélano-réaction 
n'est pas corrélative de la teneur absolve du sérum en globu- 
lines, cholestérol et acide urique. Certains sérums de paludéens 
floculent tout en ayant une faible teneur en globulines, alors 
qu’on rencontre, en dehors du paludisme, des sérums qui ont 
un taux élevé en globulines mais qui ne floculent pas par la 
mélanine. De méme pour le cholestérol. Chorine et Gillier 
supposent, par analogie avec les conditions expérimentales, 
que |'élément actif de la réaction n’est pas la teneur absolue en 
substances insolubles dans |’eau distillée, mais augmentation 
brusque de l’un des corps actifs, sans modification des autres 
constituants du sérum. Mais, chez les paludéens qui conservent, 
dans l'intervalle des périodes d’accés et pendant des mois, une 
réaction positive avec un état humoral stationnaire, peut-on 
invoquer l’augmentation brusque d'un élément quelconque, 
augmentation grace a laquelle le mécanisme des réactions 
expérimentales de ces auteurs se trouverait naturellement 
reproduit? 

Si l’on considére le probleme du mécanisme de la mélano- 
floculation d’un point de vue purement « quantitatif », il ne 
semble done pas possible de le résoudre. Dés nos premiéres 
recherches nous avions noté, sans pouvoir l’expliquer, que 
certains sérums, riches en euglobulines, donnent bien le phé- 
noméne de la surfloculation dans l’eau distillée, mais ne floculent 
pas en présence de la mélanine. On pouvait done penser qu'il 
existait, entre les euglobulines, des différences d’ ordre qualitatif. 


6) Rapeorts DE LA MELANOFLOCULATION AVEC LA QUALITA DES 
EUGLOBULINES. — Nous avons répété les expériences citées plus 
haut de V. Chorine et R. Gillier, en nous servant des mémes 
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techniques et en opérant comparativement sur les euglobulines 
de sérum normal et les euglobulines de sérum paludéen. 

1° Les réactions que nous avons obtenues avec du sérum 
normal additionné d’euglobulines normales, présentent les 
caractéres de Ja surfloculation du sérum dans l'eau distillée (1). 
Cette surfloculation est déterminée par l’eau distillée formolée ; 
elle se manifeste a la fois dans les tubes témoins et dans les 
tubes réaction; l’action de la mélanine n’y intervient pas. Un 
sérum négatif ne se transforme done pas en sérum posilif par 
la simple addition d’euglobulines normales. 

2° Les réactions que nous avons obtenues avec des sérums 
normaux additionnés d’euglobulines de paludéens présentent, 
au contraire, les caractéres de la floculation. Cette floculation 
nest pas déterminée par l’eau distillée formolée, car elle sub- 
siste dans les milieux salins ot la surfloculation est supprimée. 
Elle est due a l’action de la mélanine. A quantités égales, les 
euglobulines normales et les euglobulines du sérum de palu- 
déens, présentent done des différences qualitatives. Les euglo- 
bulines de paludéens floculent dans la mélano-réaction, grace & 
laffinité spéciale qu’elles présentent pour la mélanine et qu’elles 
ne présentent pas dans tous les états pathologiques ou le taux 
des euglobulines du sérum est élevé. 

La totalité des euglobulines contenues dans le sérum des 
paludéens, posséde-t-elle la propriété de floculer en présence de 
la mélanine? L’expérience nous a montré que la mélanine 
précipite seulement une partie des euglobulines, une autre 
partie restant encore insensible & l’action floculante de cette 
substance. 

Les éléments « actifs » des euglobulines, peuvent étre isolés 
du surfloculat du sérum des paludéens dans l'eau dislillée 
formolée, ou ils existent en plus ou moins grande quantité. 
Surfloculation et floculation présentent de ce fait, en ce qui 
concerne le sérum des paludéens, une parenté de nature, mais 
Jes deux phénoménes ne peuvent pas étre considérés comme 
identiques l'un a l'autre, car l’eaa distillée précipite, oulre les 
éléments « actifs », d'autres fractions protéiniques qui sont 
insensibles & l’action floculante de la mélanine. La mélanine 


(1) C. R. Soc. Biol., 1935, 148, p. 1076. 
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exerce sur ces derniéres une action stabilisante : elle s'oppose 
dans une certaine mesure & leur précipitation par l'eau distillée. 
Pour cette raison, on peut observer, en recherchant la réaction 
de Henry dans l’eau distillée, que la densité oplique est, avec 
certains sérums, plus élevée dans le tube réaction que dans le 
tube témoin (1). 


RAPrports DE LA MELANOFLOCULATION 
AVEC LES AUTRES CONSTITUANTS DU SERUM. 


La mélanofloculation est aussi sous la dépendance de nom- 
breux facteurs secondaires. V. Chorine et R. Gillier, admettent 
que le cholestérol et l'acide urique interviennent dans le méca- 
nisme de la réaction. En ce qui concerne le cholestérol, les 
sérums naturels se comportent autrement que les sérums aux- 
quels on a ajouté ce lipide. Dans les conditions expérimentales, 
l'addition de faibles quantités de cholestérol ou de lécithines 
peut transformer un sérum négatif en sérum positif. Dans 
les conditions naturelles, les sérums de sujets non paludéens 
qui ont un taux élevé en cholestérol, ne floculent pas par la 
mélanine et, chez les paludéens, le sérum flocule alors que le 
taux du cholestérol est souvent diminué. Il n'y a done pas de 
rapport entre la teneur du sérum en cholestérol et son aptitude 
& floculer par la mélanine. Greig, van Rooyen et Hendry par- 
tagent cet avis. Ces auteurs, ayant constaté que la mélano- 
floculation est d’autant plus intense que la teneur du sérum 
en lipoides phosphorés est plus faible (2), admettent qu'il existe 
une relation entre la réaction et ces lipoides phosphorés. 


ROLE DE LA CONCENTRATION SALINE DU SANG. 


On sait que la mélanofloculation est affaiblie ou négative 
pendant l’accés palustre. Chorine et Gillier attribuent ce fait a 
un changement de la concentration saline du plasma; ils ont 
noté, en effet, que celle-ci augmente brusquement par suite 


d'une forte augmentation du potassium provenant des globules 
rouges détruits au début de l’accés. 


(1) C. R. Soc. Biol., 418, 1935, p 1332. 
(2) Transactions R. Soc. of trop. med. a. hyg., 28, n° 2, 1934, p. 175. 
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En résumé, sil n’est pas douteux que le si¢ge principal du 
phénoméne de la mélanofloculation palustre se trouve dans 
les euglobulines, l'intensité et les modalités de la réaction 
paraissent dépendre de nombreux facteurs secondaires. La 
constitution intime du sérum est encore trés peu connue. Tant 
qu'on ne sera pas mieux renseigné sur la structure des globu- 
lines et sur les facteurs qui leur assurent leur stabilité normale, 
on ne pourra sans doute pas élucider complétement le méca- 
nisme de cette réaction. 


Résumé. 


1° Il nous a été possible de purifier et de rendre soluble, & 
froid, dans l’eau distillée, la mélanine choroidienne qui est 
employée pour la sérofloculation palusire de X. Henry. Le 
procédé consiste a dissoudre A chaud la mélanine dans des 
solutions fortement alcalines, a la précipiter ensuite par des 
solutions acides, en répétant plusieurs fois ces opérations. 

2° La mélanine soluble est aussi active que la mélanine 
brute; elle a Vavantage sur celle-vi de constituer un réactif 
stable, dune activité constante et d’une conservation facile. 

3° Le titre du réactif peut étre délerminé d’une maniére pré- 
cise au photométre de Vernes. 

4° Avec ce réactif bien défini, nous avons pu établir une 
technique trés précise de sérodiagnostic du paludisme qui est 
basée sue l’examen pholométrique. Pour la mise au point de 
cette technique, nous avons eu recours au pholométre de 
Vernes; nous avons étudié la réaction & la fois en vue de l’exa- 
men photométrique et de l’examen macroscopique. 

5° Au lieu de leau distillée et du chlorure de sodium en 
solution &3 p. 1000, milieux employés par Henry, nous nous 
servons d’une solution de chlorure d’ammonium & 3 p. 1000, 
qui presente plusieurs avantages sur les milieux précédemment 
utilisés et dont l'emploi simplifie les manipulations; on 
recherche la réaction dans deux tubes seulement. 

6° Le réactif étant limpide, les lectures sont faciles a l’eil 
nu et la réaction se préte bien & l’examen photométrique. 

7° Nous avons étudié la réaction, en Algérie, sur 378 sérums 
de paludéens et, en France, sur 545 sérums témoins de non- 
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paludéens, en appliquant & un certain nombre de ces sérums 
en méme temps et a tilre comparatif les techniques de mélano- 
‘floculation de Henry. Les techniques de Henry et la nétre ont 
-approximativement la méme sensibilité mais, avec la mélanine 
‘purifiée, les réactions, en dehors du paludisme, deviennent 
‘plus rares qu’avec le réactif de Henry (d’aprés l’ancienne et la 
mouvelle technique de l’auteur),. 

8° La technique que nous préconisons se préte particuliére- 
ment bien & l’établissement de courbes sérologiques chez les 
paludéens en traitement ou en observation. Nous avons ainsi 
tracé le graphique sérologique chez 33 paludéens en cours de 
traitement et enregistré de semaine en semaine des modifications 
qui suivent de prés l’évolution de la maladie et qui traduisent 
’une maniére sensible l’effet de la médication. 

9° La mélano-floculation est liée & différentes modifications 
physico-chimiques du sérum qui intéressent au premier plan 
des euglobulines. 


RECHERCHES SUR LE VIRUS DE LA VACCINE 


par A. I. TOGOUNOVA. en collaboration avec S. L. BAIDAKOVA, 
E. A. GUILGUT et N. O. BRONSTEIN. 


(Institut de contréle Tarassewitch, Moscou.) 


L’étude du virus de la variole et de la vaccine a fait, pen- 
dant les derniéres années, des progrés considérables et cette 
question complexe s’achemine a grands pas vers une solution 
définitive. Non seulement on a constaté que ce germe appar- 
tient au groupe des virus dits filtrants (ultravirus) et qu’il pos- 
sede tous les caractéres propres 4 ces derniers, mais encore 
ila été indubitablement établi qu'il doit étre rangé dans la 
famille des ultravirus visibles, désignés d’aprés Lipschiitz par 
les termes de strongyloplasmes ou strongylosomes. Un nouvel 
anneau vient de compléter l’enchainement des faits prouvant 
Vimportance étiologique des corpuscules de Borrel-Paschen, 
cest l’obtention du virus en culture pure en dehors de l’orga- 
nisme animal. 

Le but que nous nous sommes proposé était d’étudier le 
virus de la vaccine conformémentau plan général des recherches 
sur les microorganismes, c’est-a-dire de rechercher les possi- 
bilités d’» btenir ce virus en culture pure, d’étudier sa morpho- 
logie, sa biologie et ses propriétés antigénes et enfin la possi- 
bilité de son application & Ja prophylaxie. 


Mérnove DE RECHERCHE. — En nous basant sur l’historique de 
la question, nous entreprimes des essais de culture du virus 
sur des cellules vivantes d’origine animale, ainsi que des essais 
decultures mixtes sur la levure et sur d’autres microorganismes 
(Silbert et Vostrouchova). 

Pour cultiver le virus sur des tissus vivants, nous nous 
sommes servis de testicules de lapin et nous avons obtenu une 
série de générations de cultures qui gardaient Ivur activilé et 
contenaient des corpuscules élémentaires. Les conditions dans 


228 ANNALES. DE L’INSTITUT PASTEUR 


lesquelles nous poursuivions nos recherches nous portérent a 
adopter le procédé moins compliqué des H. B. et M. C. Maitland 
et T. M. Rivers; nous etimes donc recours pour nos cultures & 
un milieu liquide avec des tissus vivants ou plutét survivants. 
Les expériences entreprises pour préciser l’avantage de tel ou 
tel autre constituant de ta phase liquide ou cellulaire du milieu 
nous permirent d’adopter définitivement pour nos travaux sys- 
tématiques la derniére modification du milieu de Rivers (com- 
posé de Tyrode et d’embryons de pouiet finement hachés). 

Nos premiers essais de culture du virus de Ja vaccine, dont 
un rapport a été déja publié, ont montré les avantages de celte 
technique : une simplicité relative et la possibilité d’obtenir le 
virus en grandes quantilés en culture pure. 


Virus. — Ayant en vue d’étudier les caractéres des souches 
différentes et dien faire une sélection dans un but prophylac- 
tique, nous avons cultivé des souches d’origines diverses. 

1° De la vaccine aprés un ou dewx passages sur les testicules 
du lapin (afin de la purifier des microbes qui l’accompagnent) ; 

2° De la vaccine testiculaire selon Rivers; 

3° De la vaccine humanisée ; 

4° Della lapine; 

5° Du dermovaccin de lapin obtenu selon le procédé de Ste- 
Veason ; 

6° De filtrats actifs de pulpe de génisse. 

Les résultats de cesexpériences peuvent étre classés en deux 
groupes : 

1° Ceux obtenus avec des souches initiales non filtrées et 

2° Ceux obtenus avec des filtrats (sur bougies L, et L,). 


Curtres. — La plupart des souches de vaccine non filtrées (a 
l'exception de quelques insuccés accidentels) donndrent des 
cultures et quelques souches, méme, une longue série de 
générations, Il est & remanquer que, dans les cultures de pas- 
sage, non seulement l’aclivilé spécifique des souchs n’était 
aucunement atténuée; elle #tait au contraire accrue. Ainsi 
les cultures de notre plus ancienne souche « Oufa » gardérent 
intégralement leur viralence jusqu’é la cinyuante-cinguidme 
génération (deux cent vingt jours 4 létuve). Ce n’est qu’a partir 
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de la cinquante-sixiéme génération qu’elles ont manifesté une 
tendancea s’atténuer. Une autre série de cultures de cette méme 
souche présentait une diminution de virulence aprés la quaran- 
tiéme génération (un seul passage sur les testicules du lapin 
rendait rapidement leur activité aux cultures qui commengaient 
a faiblir). Le contréle, c’est-a-dire le virus dans le Tyrode, per- 
dait son activité dés le second, le troisiéme et parfois dés le 
cinquiéme passage. Une autre souche, provenant d'une vaccine 
de l'Institut de Sverdlovsk, a atteint sans altération 34 géné- 
rations, la nouvelle souche Tachkent, 16 générations. 


ACTIVITE PATHOGENE DES CULTURES DE viRUS. — Le virus donne 
chez les cobayes une kératite spécifique avee présence de cor- 
puscules élémentaires. Chez les lapins, aprés une inoculation 
intracutanée, cutanée ou testiculaire, on observe un processus 
spécifique, caractéristique pour un virus virulent. 

Le titrage du virus en culture (injections intracutanées au 
Japin) a montré un accroissement de la virulence dans les cul- 
tures de passage. Les cultures de certaines souches détermi- 
naient chez les lapins des lésions hémorragiques prononeées 
avec cedéme, nécrose, généralisation et méme mort de l’animal. 
D'autres souches provoquaient des Iésions d’un caractére plus 
bénin. Les propriétés du virus en culture sont assez stables. 
L’inoculation intracérébrale de virus n’a pas décelé, chez le 
lapin, une affinité spéciale du virus pour le tissu cérébral. 

Les souches de dermovaccin pur possédaient une vitalité plus 
faible. Elles pouvaient étre amenées seulement jusqu’a la vingt- 
deuxiéme, vingt-neuviéme génération. 

Les filtrats des souches offrent certaines particularités: aprés 
la filtration, la virulence de la souche s’atténuait et le caractére 
de la réaction produite sur les lapins se modifiait : apres l’appli- 
eation sur la peau scarifiée, quelques pustules & développement 
lent se formaient. Ces phénoménes étaient plus prononcés lors- 
qu il s’agissait de cultures appartenant aux premiéres généra- 
tions; la lenteur du développement des pustules restait toujours 
la méme jusqu’au moment od elles atteignaient des dimensions 
considérables (sept & neuf jours). Ce phénoméne peut étre 
expliqué, d’une part, par ce fait que les filtrats contiennent une 
quantité du virus moindre; d’autre part, conformément & 
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l’opinion de Blaxall, les bougies filtrantes ne laissent peut-étre 
passer le virus que dans une de ses phases encore peu patho- 
géne, le virus n’acquérant sonsvrai caractére que dans la peau 
du Japin, aprés un certain temps d’évolution. 


Morenotocie pu virus. — Il se produit dans les cultures du 
virus une accumulation de corpuscules élémentaires, laquelle 
est trés prononcée pour certaines souches. Ces corpuscules sont 
disposés en paires, courtes chainettes ou petits amas, ce qui est 
caractéristique pour les cultures virulentes et sert d’indice 
de la multiplication active des corpuscules. Dans les cul- 
tures atténuées, on peut constater une réduction de la quantité 
des corpuscules élémentaires disséminés exclusivement en 
éléments isolés. Evidemment, la virulence des corpuscules élé- 
mentaires est en rapport avec leur énergie de multiplication, 
c’est-a-dire avec leur activité vitale. Ces corpuscules sont dis- 
posés sur les cellules et dans les cellules et remplissent parfois 
tout le protoplasme, tandis que le noyau en reste exempt. On 
les apercoit également prés des cellules et dans le liquide 
ambiant (fig. 1 et 2). On peut déceler des corpuscules dans 
les cultures & partir du troisiéme Jour. 

Il y a analogie compléte entre les corpuscules élémentaires, 
obtenus dans la culture, et les corpuscules trouvés dans les 
lésions spécifiques, soit des animaux inoculés avec la vaccine ou 
avec le virus en culture. Cette précision et cette constance mor- 
phologique du virus dans les cultures et dans les lésions des ani- 
maux infectés ne laissent place d aucun doute sur le réle étio- 


logique des corpuscules élémentaires (de Paschen) et sur leur 
nature microbienne. 


Povvoir antictne. — L’étude du pouvoir antigéne des cul- 
tures du virus montre que cette propriété est spécifique in vivo 
et in vitro, 

L’inoculation unique au lapin donne l’tmmunité contre une 
infection virulente, occasionnée tant par le virus que par la 
vaccine. Une immunisation plus intense donne une immu- 
nité stable et active contre plus 500.000 doses infectantes 


minima du virus ou de la vaccine pendant quatre & sept mois 
d observation. 


RECHERCHES SUR LE VIRUS DE LA VACCINE 238 


Fic. 1. — Culture de dix-huitiéme génération ; 
corpuscules élémentaires colorés d’aprés la méthode de Paschen- 


Fic. 2. — Culture de trente-huitieme génération; corpuscules élémentaires 
dans une cellule et libres dans le liquide ambiant (méthode de Fontana- 
Tribondeau-Morosoff). 
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Le sérum des animaux immuns acquiert un pouvoir anir- 
infectieux vis-a-vis du virus et de la vaccine. L’augmentation 
des anticorps ne manque pas de régularité; ils apparaissent 
le plus fréquemment & partir du huitiéme ou du dixiéme jour 
apres la premiére introduction de l’antigéne ; il est rare qu'on 
ne réussisse pas A les déceler pendant deux mois. Le sérum 
(non dilué oudiluéau 1 : 20 ou aut: 40)dela plupart des lapins 
neutralise 1.000 et 100.000 doses infectantes minima de virus. 
L’épreuve comparative de ’ammunité passive et de limmunité 
active chez les animaux d’expériences (lapins) a démontré que 
ces deux moments ne coincident pas complétement. 

Le sérum des animaux inoculés avec la culture de virus ou 
de vaccine possede la propriété de fixer lalexine en présence du 
virus comme antigéne. Ceci se manifeste faiblement a partir du 
sixiéme ou du huitiéme jour aprés l’infection et d’une maniére 
plus prononcée dans les périodes ultérieures. Les témoins avec 
les sérums spécifiques et normaux, avec la vaccine, avec le 
milieu embryonnaire non ensemencé et avec un antigéne bacté- 
rien ont montré que la réaction peut étre considérée comme 
spécifique. Seules les cultures virulentes peuvent servir d’anti- 
géne. 

Des expériences préalables avaient établi que le sérum des 
hommes vaccinés fixe l’alexine, mais d’une facon beaucoup 
moins prononcée que le sérum des animaux immunisés. 

La réaction d’ agglutination avec les sérums spécifiques a été 
effecluée selon le procédé de Craigie et Ledingham et observée 
i l’ultramicroscope ; elle a permis de conclure & un résultat 
positif, ce quia été confirmé par l’examen des frottis. 


STABILITH DU VIRUS PUR. — Le virus se conserve dans la culture 
jusqu’’ quinze mois. Un virus conservé pendant un mois et demi 
a’ deux mois fut cultivé avec succés dans un milieu frais. A 
l'état sec, le virus garde son activité; pendant les premiéres 
semaines, il engendre chez les lapins un processus spécifique 
tres marqué. Aprés un mois 4 |’étuve et pendant quatre mois A 
|. température du Laboratoire, le virus sec continue a provoquer 
une réaction prononcée surtout quand il est inoculé dans la 
peau scarifiée du lapin. Le développement des pustules dans 
ces cas est quelque peu tardif (un & deux jours). 
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Ainsi, nous voyons que Ja méthode de culture sur des tissus 
dans un milieu liquide permet d’obtenir des souches pures du 
virus de la vaccine, d’étudier sa morphologie, ses propriétés 
biologiques et antigenes; ce qui imporle avant tout c'est que le 
virus ne s'altére presque pas dans les cultures des premiéres 
dizaines de générations et garde ses propriétés spécifiques. 


CULTURE EN SYMBIOSE AVEC DES CELLULES VEGETALES VIVANTES. — I] 
nous & paru intéressant d’effectuer parallélement la culture du 
virus sur cellules végétales vivantes, comme la levure (méthode 
de L. A. Silbert et E. U. Wostrouchova). La culture dans 
-ce milieu artificiel pouvait nous permettre d’étudier le 
virus, surtout sous le rapport de sa variabilité suivant les 
milieux. 

Aussi, une partie des souches furent-elles cultivées paralléle- 
mentselon les deux méthodes (milieu tissulaire et levure). Nous 
avons employé, pour ensemencer, le virus des filtrats aussi 
‘bien que des souches non filtrées. Pour une partie des souches, 
le virus put étre décelé dans les cultures végétales avant le 
sixiéme passage; pour un petit nombre il fut trouvé jusqu’au 
seiziéme et au dix-neuviéme passage, au moyen d’une épreuve 
biologique sur la cornée des cobayes. L’activité spécifique du 
virus dans ces cultures s’atténuail rapidement (deux 4 trois 
passages). Le caractére de la réaction sur les lapins se modifiait 
sensiblement dans le sens d’une atténuation. La présence du 
virus, cultivé préalablement pendant 18 générations dans un 
milieu tissulaire et transporté ensuite sur la levure, devenait 
-décelable par une application sur la cornée a partir du premier 
et jusqu’au troisiéme passage sur la levure (avec 6 échecs) et plus 
tard encore, quoique avec des résultats inconstants, jusqu’a la 
quarante-troisiéme génération. Chez les lapins, les cultures pro- 
voquaient, dés les premiéres générations, quelques pustules 
hémorragiques aprés inoculation cutanée, tandis qu'une infec- 
tion sous-cutanée donnail des infiltrations isolées et une érup- 
tion de pustules secondaires (sixiéme au septiéme jour). 

Ces résultats nous font constater que certaines souches 
s'adaptent plus aisément au milieu artificiel. I! est 4 signaler 
que la souche « Oufa », dont nous avions déja parlé, était déce- 
lable (lapins et cobayes) dans Je bouillon de contréle beaucoup 
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plus longtemps que toutes les autres. Il s’ensuit que jla sélec- 
tion des souches de virus pur, pour la culture en dehors de 
lorganisme, est d’une grande importance. 
Nous n’avons pas réussi & découvrir de corpuscules élémen- 
taires dans les cultures de virus sur la levure. Néanmoins, 


Fic. 3. — « A ». Processus obtenu chez la génisse, 
inoculée sur la peau avec le « virus-lapine ». 


quand ces cultures provoquent des lésions chez les animaux 
inoculés, on en observe toujours dans les frottis. 


APPLICATION PRATIQUE. — Peut-on utiliser dans la pratique de 
la vaccination du virus cultivé sur tissu? 


Des expériences sur ce point ont été exécutées sur des génisses 
et sur homme. 
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Essais sur la génisse. — La lapine oblenue & la suite de l'ino- 
culation culanée du virus occasionna, chez les génisses, une 
éruption intense de pustules spécifiques. Les cultures tissulaires 
du virus provoquérent un processus typique, avec développement 


eS 


Fic. 4. — « B ». Processus obtenu chez la méme génisse, inoculée sur 
la peau avec une culture du virus en masse; « C » inoculée avec la partie 
liquide de la culture centrifugée. 


normal des pustules, mais en moindre nombre. (Fig. 3 et 4.) 
Les pustules contenaient moins de pus et élaient exemptes de 
crotites. La pulpe, en quantité suffisante, était riche en suc; sa 
flore banale était comparativement pauvre. 

Essats sur Vhomme. — Le vaccin, préparé avec cette pulpe et 
inoculé a des enfants aprés avoir été conservé pendant neuf 
mois a la glaciére, produit une réaction spécifique plus intense 
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que celle obtenue avec toutes les séries de vaccins soumis au 
contréle pendant le méme laps de temps. 

L’essai d’application ditecte du virus & la prophylaxie 
humaine a été retardé par le fait que les cullures du virus, 
destinées & V’inoculation des enfants, contrélées sur les lapins, 
produisaient une réaction intense avec nécrose et généralisation. 
C’est pourquoi nous procédames d’abord a la sélection d’une 
souche incapable de provoquer les phénoménes indiqués ci- 
dessus. Mais, dans une autre expérience, ces mémes cultures 
inoculées & des génisses et & des hommes ne donnérent lieu a 
aucun phénoméne facheux. Nous procédames a des inoculations 
systématiques avec controle avec la vaccine ordinaire. L’appli- 
cation par voie cutanée donna, dans plusieurs cas de primo-vac- 
cination, des pustules tout & fait typiques et, pour les revaccina- 
tions, des réactions normales plutét moins intenses que lors- 
qu’il s’agissait de la vaccine. La proportion de résultats positifs 
était de 80 p. 100 par rapport & la vaccine. Il faut évidemment 
chercher la raison de cette divergence dans la eonsistance 
liquide des cultures, le virus actif se fixant de préférence sur la 
partie tissulaire du milieu. On peut affirmer que, pour atteindre 
un pourcentage plus fort, il suffit de perfectionner la technique. 

Rivers obltint dans ses essais d’inoculation humaine du virus 
83 p. 100 de résultats positifs; J. Coffey signale également un 
chiffre inférieur a celui de la vaccine ; Goodpasture et Wudruff, 
une moyenne de 94 p. 100, Stevenson et Buttler, & peu prés Je 
méme chiffre. Gallardo propose un procédé par voie sous- 
cutané. Les auteurs cilés en dernier lieu pratiquent des essais 
d’inoculation de cultures de virus surl’allantoide d’embryons de 
poulet. La question de |’application du virus tait partie du pro- 
gramme des travaux del’Office international d’ Hygiéne publique. 
Nous croyons que cette question peut étre considérée comme 
résolue en principe, mais il serait prématuré de vouloir rem- 
placer, en régle générale, la lymphe animale par les cultures de 
virus. Trop grande est encore la concurrence de la vaccine ani- 
male, préparation comparativement peu chére et facile a obtenir. 

Les recherches portant sur le virus de la vaccine ont encore 
cette grande valeur de nous indiquer les voies d'étude de ce 
groupe daffections dont les germes appartiennent & la famille 
des strongyloplasmes. 
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Resumé. 


1° Les souches du virus de la vaccine obtenues de diffé- 
rentes maniéres (dermovaccin, lymphe humanisée, virus testi- 
culaire, filtrats) peuvent étre cultivées en dehors de l’orga- 
nisme. 

2° La culture du virus de la vaccine sur des tissus survivant 
dans un milieu liquide (embryons de poulet) est d’une tech- 
nique simple et permet d’obtenir des cultures de virns pures 
en quantité voulue et suffisante pour l’expérience scientifique 
et pour la vaccination humaine. 

3° Le virus peut étre cultivé pendant une longue série de 
g¢énérations (plus de 60) sans atténuation sensible, ce dont 
témoignent d’une part l’accumulation dans le milieu de 
corpuscules élémentaires, d’autre part la persistance et méme 
accroissement de la virulence de la culture. Dans ce cas, le 
virus garde toutes ses propriétés pour le cobaye, le lapin et la 
gémnisse. 

4° Tl existe une différence entre les souches iniliales de la 
vaccine filtrées et les souches non filtrées. 

5° La culture des mémes souches de la vaccine en symbiose 
avec la levure a mis en évidence la survivance du virus dans 
une série de passages, par comparaison avec les contréles. 

6° Les propriétés du virus dans un milieu & la levure se 
modifient assez rapidement (deuxiéme et troisiéme passage), 
ce qui se manifeste surtout par des modifications dans le 
caractére de la réaction chez les lapins. 

7° La présence de corpuscules élémentaires dans les cultures 
symbiotiques n'a pu étre constalée. 

8° Dans les cultures tissulaires, ‘on constale une accumu- 
lation intense de corpuscules élémentaires. Ces corpuscules 
sont absolument analogues 4 ceux qu’on trouve dans les lésions 
spécifiques aussi bien chez les animaux inoculés avec de la 
vaccine que chez les animaux inoculés avec des cultures de 
virus. 

9° Le virus pur posséde des propriélés antigénes qui se 
manifestent par une immunilé slable in vivo et par la produc- 
tion d’anticorps décelubles zn vitro. 
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10° Les résultats de nos expériences confirment le fait que 


les corpuscules élémentaires appartiennent aux micro-orga- 
nismes. . 


44° Le virus se conserve & Ja température de la glaciére pen- 
dant plus d'une année; il se conserve aussi bien & |'état sec. 
42° Le virus obtenu en culture peut élre employé pour ino- 


culer les génisses; il peut aussi servir directement a la prophy- 
laxie jennérienne. 
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RECHERCHES CLINIQUES ET EXPERIMENTALES 
SUR LA PRESENCE DU CORYWEBACTERIUM D'PHTERIE 
DANS LE SANG ET LES ORGANES 


par U. REVELLI et Marta T. CASASSA. 


Institut de Bactériologie et d Immunologie de l'Université de 
Turin. Directeur : Professeur Azzo Azz. — Hépital Amédée 
de Savoie pour les maladies infectieuses. Médecin chef de 
service : Professeur A. CASASSA. 


Le passage du Corynebacterium diphterie du foyer d’infec- 
tion dans le sang et sa diffusion dans les humeurs et dans les 
organes constituent, pour la majorité des auteurs, une éventua- 
lité exceptionnelle. 

Mais, si au cours de l'infection diphtérique, | hémoculture 
est rarement positive et se manifeste uniquement dans les 
formes graves, accompagnées de manifestations septiques, et, 
en général, durant la période pré-agonique, dans laquelle il est 
logique de penser a une absence du pouvoir bactéricide naturel 
de la masse sanguine, le pourcentage des cas positifs obtenus 
par l’ensemencement de liquides divers et de sucs d’organes 
est notablement élevé aprés la mort. 

Dans le sang, le C. diphterie a été mis en évidence par Reede- 
lius qui considere ce fait, contrdlable dés le début, comme inti- 
mement lié 4 l’infection. 

Alors qu’il obtient 3 cas positifs sur 187, Sommerfeld arrive 
a un pourcentage plus élevé en ensemencant le sang des diph- 
tériques une ou deux heures aprés la mort. Il trouve 42 fois 
sur 320 le C. “iphterie associé a des cocci. 

Leede obtient des résultats positifs plus nombreux aussi 
biea sur le vivant qu’aprés la mort. 

Quelques auteurs (dont Ladendorff) considérent que l’asso- 
ciation bactérienne favorise le passage dans la circulation du 
C. diphterie. Ladendortf soutient, en particulier, que l’asso- 
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ciation avec le streptocoque, qui exalte la virulence, facilite le 
processus de diffusion du bacille diphtérique dans l’organisme. 

Ce fait se trouverait confirmé par l’un de nous (U. Revelli) 
qui, ayant étudié le C. diphterie en symbiose avec le strepto- 
coque, a constaté que cette association streptococcique, outre 
qu’elle donne in vitro le phénoméne de la symbiose fermenta- 
tive (Castellani) avec les hydrates de carbone utilisés habituel- 
lement en microbiologie, auraitla propriété d’augmenter l’action 
pathogéne du germe diphtérique pour le cobaye. L’association 
diphtérique + streptocoque déterminerait ainsi des modifica- 
tions biochimiques et biologiques des deux especes microbiennes 
dont nous croyons devoir tenir compte. 

Par ailleurs, nous ne devons pas oublier que le sang des 
diphtériques posséde un réel pouvoir bactéricide, comme cela 
résulte des recherches de Sciapparelli et de l'un de nous 
(M. T. Casassa), ce qui explique pourquoi le C. diphterre est 
plus difficilement décelable dans le sang. 

Frosch Videntilia, post mortem, dans le sang et les organes 
de diphtériques. Neisser et Gins le mirent en évidence dans 
les foyers broncho-pneumoniques d'un nourrisson atteint de 
diphtérie nasale. Kutscher, puis Reye réussirent & le cultiver & 
partir des poumons : le premier, sur des cadavres; le second, 
sur des sujets vivants, metiant en relief, entre autres particu- 
larités, que C. diphterie peut persister dans le parenchyme 
pulmonaire aprés la disparition de l’ infection diphtérique. 

Sommerfeld trouva le C. diphterie associé & des cocci dans 
le sang de 42 diphtériques morts, et il mit en évidence sa pré- 
sence élective dans le poumon. 

Quelques auteurs, excluant, ou, tout au moins, doutant du 
passage par les voies sanguine et lymphatique, envisagérent 
la voie aérogéne niée par Reye, qui, d’ailleurs, décela le C. diph- 
tere dans les voies aériennes profondes (alvéoles pulmonaires 
et bronchioles), sans qu il existat de lésions pulmonaires spéci- 
liques. 

Rottger, Kolisko, Paltauf, Liedtke, Volchel, Wright, Stokes, 
Scheedel, Plange, Schmitz, Deicher, Agulnik, Kirsch, Lemmel, 
Sommerfeld, Leede, Glaser, Bunhof, Urbantschitsch, Globus 
isolérent le C. diphteriz de la rate, du coeur, du poumon, du 
foie, de la moelle osseuse, du liquide céphalo-rachidien, etc. 


’ 
: 
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La possibilité du passage du germe dans les urines fut 
démontrée par Conradi en 1912, et attribuée & une bactériémie: 
temporaire. Neisser, Freifeld, Petricioni, Tron, Gre, Bern— 
hardt, Christiansen, Lidtke, Vockel, Nicol et Wilcox firent les. 
mémes constatations. 

Beyer (1913), eut 54 résultats positifs sur 155 cas de diph- 
térie. Casassa et Cartasegna obtinrent un ezxitus positif dans 
85 p. 100 des cas étudiés, méme aprés guérison clinique. Per- 
gola décela constammentle C. diphteriz en ensemencant l’urine 
de cobayes ou de lapins en sérum-cuf-tellurite (milieu de cul-— 
ture de Pergola). Mais la présence de Corynébactéries diphtéri- 
morphes dans les urines entrave évidemment la recherche du 
diphtérique et crée une réelle incertitude quant a son identité. 

La _ bactériurie traduit-elle Vexistence de lésions rénales 
diphtériques? Selon Koch et Jahn, gui n’admettent le passage 
du C. diphteriez dans les urines que dans les cas graves, ce pas- 
sage serait indépendant de lIésions rénales éventuelles; une 
altération rénale ne serait donc pas la condition nécessaire de 
Véliminalion des germes. Successivement, et surtout en se 
fondant sur les résultats des examens anatomo-pathologiques, 
Wissokowitsch, Arima, Rolli affirmérent l’impossibilité pour 
un microbe de parvenir dans l'urine 4 travers des reins sains. 

Bield et Krauss, ayant pu constater expérimentalement |’éli- 
mination du C. diphterie douze minutes aprés l’inoculation, 
niérent que, dans un laps de temps aussi court, il soit possible 
de provoquer une lésion rénale. Vincenzi, Trambusti, Maffucci, 
Pernice et Scagliosi soutinrent une thése analogue. 

Maleré la différence des pourcentages des cas positifs dans les 
recherches du C. diphterie dans le sang et dans les autres 
liquides organiques, tous les auteurs sont d’accord pour consi- 
dérer Ja bactériémie diphtérique comme l’expression d'une 
forme grave. Le passage se ferait le plus souvent par la voie 
lymphatique sauf dans les cas d’intervention chirurgicale (tra- 
chéotomie) aprés laquelle on a noté des hémocultures posi- 
tives plus fréquentes, ce qui permet de considérer comme plus 
logique la pénétration du C. diphterie a travers les lésions 
chirurgicales des vaisseaux. 

Ces études, faites sur des malades atteints de diphtérie, furent 
complétées par des recherches expérimentales sur des animaux 
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(cobayes ou lapins). On inocula des cultures de C. diphtertze par 
voie sous-cutanée, intrapéritonéale ou intracardiaque et l’on 
chercha a observer le mécanisme de diffusion du microbe dans 
le sang et dans les organes, la durée de ces processus et la 
possibilité éventuelle de la multiplication des germes dans 
Vorganisme. | 

Libmann et Ivanow les mirent en évidence dans le sang et 
dans les autres organes, deux ou quatre heures aprés l’inocula- 
tion au cobaye par voie sous-cutanée ou intrapéritonéale. 

Jordan, Schmidt et Kingsburg les ont retrouvés dans le sang 
et les capsules surrénales de cobayes inoculés et morts rapi- 
dement. 

Natali admet le passage du C. diphter1e dans le sang des 
animaux (cobayes et lapins) inoculés par voie intrapérilonéale 
et sous-cutanée. Ce passage survient rapidement (sepliéme a 
dixiéme heure) et présente les caracteres d'une bactériémie 
temporaire. Les germes seraient immédiatement fixés et détruits 
plus spécialement par la rate, la moelle osseuse, le foie et le 
poumon. 

Aux expériences et aux études exposées ci-dessus, nous avons 
cru utile d’apporter une contribution en procédant a des 
recherches systématiques sur la diffusion du Corynebacterium 
diphterie, tant dans l’organisme de [homme que dans celui 
des animaux. 

Chez homme, nous avons di naturellement limiter notre 
étude a des recherches portant sur le sang. 

Chez les animaux, nous l’avons étendue aux différents organes 
et tissus (y compris le sang), & divers moments de l’infection 
et aprés la mort naturelle de |’animal. 

Dans ce but, nous avons procédé comme il suit : 


Nous avons prélevé dans la veine du coude du malade de 5 4 10 cent. cubes 
de sang, qui furent immédiatement ensemencés dans un ballon contenant 
200 & 250 cent. cubes de bouillon peptoné. Aprés douze heures d’étuve, on 
procéda a une premiére observation macroscopique de I’hémoculture. Le 
méme examen ful répété chaque douze heures pendant trois jours. 

L’examen macroscopique était suivi d'un examen microscopique toutes les 
vingt-quatre heures. A la fin du troisiéme jour, on fit un réensemencement 
en milieu de Pergola qu'on laissa 4 37° pendant quarante-huit heures. 

Nous ne concluions a la négativité de ’hémoculture qu’aprés le second 
passage €n milieu approprié. 


PRESENCE DU CORYNEBACTERIUM DIPHTERIE DANS LE SANG 243 


Les expériences ont porté sur 113 cas. Naturellement, nos 
observations ne portent que sur des cas bactériologiquement 
confirmés. 


Tableau récapitulatif des expériences sur l’homme. 


NOMBRE PASSAGE 


de cas EMOCULTURE ere 

Localisation pharyngée. ..... 50 Négative. Négatif. 
Localisation pharyngée avec com- 
plications : broncho-pneumonie, 

paralysie, myocardite, ete... . 32 Négative. Négatif- 
Localisation pharyngée, laryngée 

StNIAG al Geyer ets es 18 Négative. Négatif 
Localisation laryngée avec com- 
plications : broncho-pneumonie, 

paralysie, myocardite, etc... . 42 Négative. Négatif. 


TECHNIQUE DES EPREUVES EXPERIMENTALES. 


A plusieurs groupes de 3 cobayes de poids approximative- 
ment égal, on inocula, par voie intracardiaque, intrapéritonéale 
ou sous-cutanée, une dose de bouillon de cullure de Coryne 
bacterium diphtene de vingt-quatre heures, proportionnée & 
leur poids respectif (1 cent. cube de bouillon de culture pour 
250 grammes de poids). Les 3 cobayes de chaque groupe 
étaient ensuite sacrifiés aprés une demi-heure, une heure, deux 
heures, trois heures, quatre heures, cing heures, sept heures, 
vingt-quatre heures ou quarante-huit heures. Dans une autre 
série, des cobayes furent inoculés comme les précédents, mais 
on les laissa mourir naturellement. 

On procéda & l’ensemencement du sang et des organes (foie, 
rate, capsules surrénales, reins el poumons) de la fagon sui- 
vante : 

Apres désinfection minutieuse de la peau rasée de l’animal, 
on préleva, dans le coeur, 2 a 3 cent. cubes de sang que l’on 
ensemenca sur milieu de Clauberg en boiles de Petri. Les 
organes furent broyés au mortier avec du sable de quartz et 
mis en suspension dans cing parties de sérum physiologique. 
Apres avoir laissé la suspension se sédimenter pendant quelques 
minutes, on ensemenca la partie supérieure du liquide. Les 
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boites ensemencées furent laissées quarante-huit heures a 
l’étuve et observées toutes les douze heures. 

Nous ne mentionnons dans ce travail que les résultats 
constatés aprés quarante-huit heures d’étuve a 37°. 

Les colonies de C. diphteriz ont été facilement décelées sur 
le milieu, douze & seize heures apres l’ensemencement, et le 
seul examen macroscopique a suffi pour les caractériser. Dans 
les cas douteux, on procéda 4 des examens microscopiques. 


Tasteau I. — Résultats obtenus chez les cobayes inocuiés 
par voie cardiaque et sacrifiés aprés : 


1/2 HEURE | 1 HEURE 2 HEURES 


Hémoculture. 


Capsules surrénales . 
Reins 3 
Poumons. . . 


TasLeau Il. — Résultats obtenus chez des cobayes inoculés 
par voie péritonéale et sacrifiés aprés : 


4/2 HEURE | 4 REURE 2 HEURES 


Hémoculture . 


_ 
o 


— oO 
ren creo 


Capsules surrénales 
Reins. . : 
Poumons. . . 


4+4+4++4+ 


Tasteau Ill. — Résultats obtenus chez des cobayes inoculés 
par voie sous-cutanée et sacrifiés aprés : 


1/2 nEURE}] HEURE]2 HEURES] 3H. | 4 BL 


Hémoculture 
OLG aca 
Rate. . Mal 
Capsules surrénales . 
Reins 
Poumons 


ee Ue 
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TasLeau IV. — Résultats obtenus chez des cobayes 
morts de l’infection aprés : 


INOCULATION INOCULATION INOCULATION 
sous-cutanée intra-péritonéale intra-cardiaque 


16 h. |16h.30] 17 h. J17h.30] 17h. 30 


Hémoculture . — 
Foie F P 


Rate = 
Capsules surrénales. . = 
Reins ee : : ane 
Poumons. . 3 cu 


De ces recherches, il résulte que chez le cobaye, une demi- 
heure aprés Vinoculation de culture de Corynebacterium par 
voie intracardiaque, les germes sont encore présents en petite 
quantité dans le sang de l’animal (4 a 6 colonies dans 2 cent. 
cubes de sang), dans le foie, la rate, les capsules surrénales, 
les reins et les poumons. Le nombre des colonies varie pour 
chaque organe, avec un maximum pour le foie (20 colonies par 
gramme d’organe), pour la rate et les poumons (12 colonies). 

Les inoculations intrapéritonéales et sous-cutanées ne déter- 
minent pas de bactériémie aprés une demi-heure et les organes 
restent indemnes de germes. 

Sur des cobayes sacrifiés wne heure aprés Vinoculation intra- 
cardiaque, on trouva des germes dans le sang, la rate et les 
poumons, et sur un seul, dans le foie et dans les reins. Les 
résultats furent négatifs chez les cobayes inoculés par voie 
intrapéritonéale ou sous-cutanée. 

Deux heures aprés l'inoculation, les cultures du sang et des 
organes sont positives pour les cobayes inoculés par voie intra- 
cardiaque et intrapéritonéale, négatives pour les cobayes ino- 
culés par voie sous-cutanée. 

Trois heures apres Vinoculation, la culture révéle la présence 
de bacilles diphtériques dans le sang et dans presque tous les 
organes des cobayes inoculés par voie cardiaque, intrapérito- 
néale ou sous-cutanée. 

Chez les cobayes sacrifiés aprés quatre heures, on note : 

Pour l’inoculation intracardiaque, la présence d'un grand 
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nombre de colonies de Corynebacterium dans le sang et les 
poumons, d’un nombre réduit de colonies dans le foie et les 
reins; la rate et les capsules surrénales ne contenaient pas de 
germes. 

Pour l'inoculation par voie péritonéale, présence de germes 
peu nombreux dans le sang et dans les organes, 4 l’exceplion 
des reins. 

Pour linoculation par voie sous-cutanée, nombre réduit de 
cermes daus le sang et les organes, sauf dans les reins et les 
poumons. 

Cing heures aprés, les résultats sont positifs pour le sang, le 
foie et la rate des cobayes inoculés par voie cardiaque et périto- 
néale; négalifs chez les cobayes inoculés par voile sous-cutanée. 

Les cobayes sacrifiés sept heures, vingt-quatre heures et qua- 
rante-huit heures aprés l’inoculation n’ont donné aucune cul- 
ture. 

Recherches effectuées sur des cobayes inoculés avec une 
culture de Corynebacterium : 

1° 3 cobayes inoculés par voie sous-cutanée sont morts res- 
pectivement quarante-sept, trente-neuf et quarante-quatre 
heures aprés. Les ensemencements ont montré chez un seul la 
présence de deux colonies dans le foie et dans les poumons; 

2° 3 cobayes inoculés par voie péritonéale sont morts respec- 
livement aprés quatorze, seize et seize heures et demie. Les 
ensemencements ont mis en évidence des germes diphtériques 
dans le foie, la rate et les poumons chez les 3 cobayes et dans 
les reins chez un seul; 

3° 3 cobayes inoculés par voie cardiaque sont morts respecti- 
vement aprés dix-sept et dix-sept heures et demie. Les ense- 
mencements ont révélé la présence des mémes germes dans le 
foie, la rate, les reins et les poumons chez 2 cobayes et dans les 
capsules surrénales chez un seul. 


CONCLUSIONS. 


La recherche du C. diphterixv dans le sang des diphtériques 
au cours des divers stades de la maladie, quel qu’ait été le 


degré d’intoxication du sujet, a été négative dans les 443 cas 
examinés. : 
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L’inoculation expérimentale de C. diphterix au cobaye permet 
d’observer ce qui suit : 

Le temps qui s’écoule entre le moment de l’inoculation et 
apparition des germes dans le sang et les organes varie selon 
la voie d’inoculation employée. D'une fagon générale, on 
oblient une hémoculture positive aprés un temps compris entre 
deux et cinq heures, avec un maximum & la premiére heure 
aprés l’inoculation par voie intrapéritonéale, alors que l’hémo- 
culture commence a étre positive aprés la troisiéme heure 
jusqu’a la cinquiéme lorsqu’il s’agit d'inoculation sous-cutanée. 

Quand l’inoculation a été faite par voie intracardiaque, on 
retrouve le germe jusqu’a cing heures aprés l’inoculation, avec 
un maximum de posilivité entre deux et quatre heures. 

Les cultures faites sept heures aprés l’inoculation ont révélé 
que les microbes font défaut dans le sang circulant, quelle qu’ait 
été la voie d‘inoculation. 

Dans tous les cas et quel que soit le mode d’inoculation, le 
nombre de germes est assez restreint. 

Ces germes sont rares aussi dans les organes et leur réparti- 
tion est inconstante. Leur nombre et leur répartition paraissent 
étre en rapport avec la bactériémie et non avec l’affinité éven- 
tuelle du germe pour tel ou tel organe. 

La rareté des germes dans l’organisme des cobayes chez les- 
quels linfection diphtérique a une évolulion constamment 
aigué et mortelle, confirme les résultats absolument négatifs de 
nos recherches chez l'homme. 

A notre avis donc, la bactériémie, constatée dans l|’évolution 
de l’infection diphtérique par quelques auteurs, doit étre consi- 
dérée comme un fait exceptionnel et transitoire. 
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MILIEUX DE CULTURE VACCINES POUR L'ISOLEMENT 
ET LA CULTURE DU GONOCOQUE 


par Puritippe BALSAMELLI, assistant militaire. 


(Institut expérimental dhygiéne de I Université Royale 
de Pavie. Directeur : professeur E. Brrraretu.) 


En étudiant l’action des antivirus strepto-staphylo sur le 
gonocoque, j’ai eu |’occasion de remarquer que ce germe, dans 
les bouillons antivirus, s’isole avec une rapidité et une facilité 
relatives, tout en conservant ses principaux caracléres morpho- 
logiques, mais en perdant totalement, ou presque, ses propriétés 
pathogénes pour le lapin. En outre, j’ai remarqué que le gono- 
coque passé d’une culture pure dans ces bouillons antivirus est 
activé dans son développement, qui se produit plus rapidement 
et de fagon plus luxuriante : }’ai appelé ce phénoméne hétéro- 
excitation (1) pour le distinguer du phénoméne auto-excilation 
qui a été décrit pour les bacilles tuberculeux par Rondoni (2) 
et par Schmidt (3). 

A la suite des résultats déja exposés, j’ai pensé qu'il serait 
intéressant de vérifier si l’adjonction & un milieu de culture 
électif pour le gonocoque (agar-ascite) ou & un milieu de cul- 
ture commun (agar simple), d'un pourcentage convenable du 
dit antivirus, ou de vieux bouillons de culture de streptocoques 
et de staphylocoques stérilisés par la chaleur, peut favoriser le 
développement du gonocoque, qu'il provienne de culture pure 
ou de pus blennorragique. 

Jai recherché en méme temps si les substances activantes 
pour le gonocoque, éventuellement présentes dans les dites 


(1) Ricerche sperimentali sull’azione degli antivirus specifici ed aspecifici 
sul gonococco. Boll. Istituto Sieroterapico Mil., fasc. 6, juin 1934. 

(2) Lo Sperimentale, 78 année, n°s 4-5, 1924. ; 

(3) Scumipr. Zentralbl. f. Bacter., 1. Abt., vol. 94, fasc. 11, 1925. 
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cultures filtrées et dans les vieux bouillons de culture de 
staphylocoques et de streptocoques, étaient thermolabiles ow 
thermo-résistantes. : 

Pour ces recherches, j’ai préparé comme il suit des milieux 
de culture dans des tubes inclinés ordinaires, en ayant soin que 
le pH soit égal & 7,5 : 


Milieu de culture 1. — Agar a 3 p. 100 8 cent. cubes, contrdéle. 

Milieu de culture 2. — Agar 43 p. 1006 cent. cubes + liquide ascitique 2 cent. 

cubes, contréle. 

Milieu de culture 3. — Agar a 3 p. 100 6 cent. cubes + liquide ascitique 1 cent.. 

cube + 1 cent. cube filtrat de bouillon de culture strepto-staphylo. 

Milieu de culture 4. — Agar a 3 p. 100 6 cent. cubes + liquide ascitique 1 cent. 

cube + 1 cent. cube filtrat de bouillon de culture de strepto-staphylo- 

chauffé trente minutes a 100°. 

Milieu de culture 5.— Agar 43 p. 100 6 cent. cubes + liquide ascilique 41 cent. 
cube + 1 cent. cube bouillon de culture de strepto-staphylo chauffé- 
4 60° pendant trois heures. 

Milieu de culture 6.— Agar a 3 p.100 6 cent. cubes + hquide ascitique 1 cent. 
cube + 4 cent. cube bouillon de culture de strepto-staphylo stérilisé 
a 100° pendant trente secondes. 

Milieu de culture 7. —Agar a3 p. 100 6 cent. cubes + 2 cent. cubes de filtrat de- 
culture de strepto-staphylo. 

Milieu de culture 8. — Agar a 3 p. 100 6 cent. cubes + 2 cent. cubes de filtrat. 
de bouillon de culture de strepto-staphylo chauffé 4 100° pendant 
trente minutes. 

Milieu de culture 9.— Agar 23 p. 100 6 cent. cubes + 2 cent cubes de bouillon: 
de culture de strepto-staphylo stérilisé pendant trois heures & 60°. 

Milieu de culture 10. — Agar 43 p.100 6 cent. cubes + 2 cent. cubes de bouillon: 
de culture de strepto-staphylo stérilisé pendant trente minutes a 100°.. 


Pour les cultures, j'ai ensemencé, dans les milieux décrits, 
une souche de gonocoque (M. 33) qui m’avait été fournie par 
Institut Sérothérapique de Milan, et j’en ai observé compara- 
tivement le développement. 

Jai répété l’épreuve deux fois avec deux aulres souches de 
gonocoque : l'une m’avait été fournie par le professeur Berta-. 
relli (provenance de Londres), l’autre par l'Institut Bruschettini 
(B. 4). 

Pour Visolement, j’ai ensemencé, dans différents milieux, le 


pus prélevé dans l'urétre d’un individu atteint d’urétrite gono- 


coccique aigué, de date récente, et j'ai observé comparativement 
la facilité et la rapidité avec laquelle le gonocoque se dévelop- 
pail. J’ai répété cette expérience trois fois. 
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Les résultats sont indiqués dans les tableaux suivants (i): 


MILIEUX 
de culture 


SCO WHI D Ot E WN — 
Je SO CaM DME nde ee Ce 


= 


MILIEUX 
de culture 


SCO OAD eS | DD = 
ei fee 6% er tel A 6h ke enema Ae 


_ 


APRES 
12 heures 
& V’étuve 


APRES 
12 heures 
a l'étuve 


Tasteau I. — Gonoss3. 


APRES APRES APRES 
16 heures 24 heures 36 heures 
aa st ++ 
=n b+ +++ 
Ei aie Se 
Ste a+ tops 
— = a 
+ se ++ 
- 2 ++ 
TasLEeau Il. — Gono Londres. 
APRES APRES APRES 
16 heures 24 heures 36 heures 
- + + 
+ ++ +++ 
=o - fas 
_ + 4 
ae el + 


APRES 
48 heures 


++ 


APRES 
48 heures 


+ 


+ 
I+]+1+14+411 
+ + 


Cette souche de gono se développait mal dans les milieux de culture électifs. 


TasBLeau II]. — Gono B1. 


APRES . : : E 
APRES APRES APRES APRES 
pen oainie 12 heures 16 heures 24 heures 36 heures 48 heures 
a ’étuve 
4. -— _ — — 
2. — ets AS Bact Beate 
Se _ ae APSS siastaein +++ 
4. = — ae == 25 
Be — 25: AP AP aRSPSe SRaRaP 
6. _ — 25 = =e 
Ms _— 2 atacaia ase ciate 
Ss San = — = = _ 
OP. — a= te sipain Seer 
40. — _ a= a = 
(1) N.-B. : — indique l’absence de développement; = commencement de 


développement; + développement passable; ++ bon développement; +++ 
développement luxuriant. 


i) 
us 
nw 
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TasLteau IV. — Premier essai d’isolement. 


Milieu de culture 1 : isolement non,réussi. 

Milieu de culture 2 : isolement au quatrieme passage. 
Milieu de culture 3 : isolement au deuxitme passage. 
Milieu de culture 4 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 5 : isolement au deuxiéme passage. 
Milieu de culture 6 : isolement au quatriéme passage. 
Milieu de culture 7: isolement au troisiéme passage. 
Milieu de culture 8 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 9 : isolement au quatriéme passage. 
Milieu de culture 10 : isolement non réussi. 


TasLeau V. — Deuxiéme essai d’'isolement. 


Milieu de culture 1 : isolement non réussi. 

Milieu de cullure 2: isolement au troisiéme passage. 
Milieu de culture 3 : isolement au deuxiéme passage. 
Milieu de culture 4 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 5 : isolement au deuxiéme passage. 
Milieu de culture 6 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 7 : isolement au second passage. 
Milieu de culture 8 : isolement non réussi 

Milieu de culture 9 : isolement au quatriéme passage. 
Milieu de culture 10 : isolement non réussi. 


TasLeAu VI. — Troisiéme essai d’isolement. 


Milieu de culture 4 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 2: isolement au quatriéme passage. 
Milieu de culture 3 : isolement au troisiéme passage. 
Milieu de culture 4 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 5 : isolement au deuxiéme passage. 
Milieu de culture 6 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 7: isolement au troisiéme passage. 
Milieu de culture 8 : isolement non réussi. 

Milieu de culture 9 : isolement au troisiéme passage. 
Milieu de culture 10 : isolement non réussi. 


Au cours des expériences qui précédent, j’ai remarqué que le 
gonocoque, qu'il provienne soit de culture pure, soit de pus 
blennorragique, donne dans les milieux vaccinés, avec les 
liltrats ou avec les bouillons de culture de strepto-staphylo- 
coques, des colonies qui tendaient vers la phase R. Ces colonies 
sont plus grisdétres, moins transparentes, rugueuses, plus 
séches, avec des contours plutdt irréguliers; elles sont plus 
résistantes et possédent une plus grande vitalité, car il fut 
possible d’obtenir des cultures par des passages effectués tous 
les sept & huit jours. Le développement du gonocoque dans les 
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milieux 7 et 9 (agar-bouillon) était presque comparable a 
celui qu’on observait dans les milieux & l’agar-ascite. Par 
contre, le développement dans les milieux 3 et 6 fut constam- 
ment beaucoup plus luxuriant et apparemment plus précoce. 

Les gonocoques cultivés dans les milieux vaccinés conser- 
vaient leurs caractéres morphologiques presque inaltérés 
forme, dimensions, Gram-négatif. J’ai trouvé cependant quel- 
ques formes Gram-posilives et quelques formes plus grandes, 
mais assez rarement. 

Les résultats de ces expériences m’ont permis de faire 
quelques remarques : les vieux bouillons de culture de strepto- 
staphylocoques contiennent une substance ou des substances 
qui activent le développement du gonocoque. Ces substances 
sont filtrables & travers les bougies Chamberland et thermo- 
labiles, puisqu’elles sont détruites par la chaleur & 100°. Je 
n'ai pas tenté de rechercher si ces substances agissent comme 
une diastase, ou simplement comme l’albumine crue; il me 
semble toutefois logique de penser que les protéines fournies 
par les corps bacillaires désagrégés peuvent constituer elles- 
mémes un excellent milieu de culture pour le gonocoque, et 
ceci sans nier la concomitance éventuelle de catalyseurs con- 
tenus dans les vieux bouillons de culture. 

De toute facon, le fait de l’existence et de la constance du 
phénoméne de l’héltéro-excitation du gonocoque étant évident, 
on peut, sans attendre le résultat de recherches plus minu- 
tieuses ayant pour but d’expliquer Ja nature du phénoméne, 
tirer les conséquences pratiques intéressantes pour le labora- 
toire et pour la clinique. Pour le laboratoire, parce que les 
milieux vaccinés, préparés de la facon que j’ai indiquée, peu- 
vent faciliter l‘isolement et la culture du gonocoque; pour la 
clinique, parce que le phénoméne de I’hétéro-excitation pour- 
rait suffisamment expliquer la ténacité des infections gono- 
cocciques chroniques lorsqu il y a coexistence d'autres germes 
(strepto-staphylocoque). 


CONCLUSIONS. 


Les milieux vaccinés avec des cultures en bouillon vieillies 
de strepto-staphylocoques filtrées ou par des germes tués par 
la chaleur 4 60°, déterminent un développement du gonocoque 
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plus luxuriant que celui qu’on obtient sur les milieux électifs 
communs (agar-ascite). Ce phénoméne peut permettre de com- 
prendre comment Je gonocoque persiste dans les localisations 
muqueuses gonococciques anciennes en présence d’infections 
mixtes strepto-staphylococciques. 

Dans les milieux vaccinés, le gonocoque, tout en étant plus 
luxuriant et plus résistant, perd une partie de ses caractéres 
pathogénes. I] est donc vraisemblable qu’un phénoméne ana- 
logue se produit dans les infections des muqueuses en présence 
d’infections mixtes strepto-staphylococciques, en ce sens que si 
le gonocoque résiste bien et longtemps, il perd en méme temps 
une grande partie de ses propriétés pathogénes caractéristiques. 


ETUDE SUR LE PLEOMORPHISME 
DE L’AGENT DU ROUGE DU POISSON SALE 


par E. K. PETROVA. 


(Institut central scientifique de Vindustrie de la péche, 
Moscou. ) 


Depuis une cinquantaine d’années, le probléme du rougisse- 
ment de différentes espéces de produits salés (poissons, boyaux, 
peaux, etc.) éveille un vif intérét chez les spécialistes. De 
nombreuses recherches ont établi que ce phénoméne est di au 
développement d’une bactérie particuliére. 

L’industrie de la péche dans presque tous les pays d’Europe, 
en Amérique et au Japon subit des pertes immenses causées 
par le « rouge » du poisson salé, surtout de la morue. Ce qu’on 
appelle le « rouge » se traduit par des taches rouges qui appa- 
raissent sur le poisson salé. Ordinairement, ce phénoméne 
s’accompagne d’autres signes : le poisson devient visqueux et 
répand une odeur caractéristique. Les facteurs principaux qui 
favorisent le développement du « rouge », sont: le salage avec 
une saumure déja employée, la conservation sans saumure et 
enfin le temps chaud. Plusieurs expérimentateurs constatent 
que le poisson le plus prédisposé est celui chez lequel les signes 
d'altération se manifestent plus rapidement. 

On cite souvent des cas d’indisposition chez des personnes 
qui ont mangé du poisson « rouge ». Pourtant dans les pays 
chauds, ou il arrive presque toujours rougi, le poisson con- 
sommé ne produit pas d’accidents. 

Un grand nombre de travaux ont été consacrés a l'étude 
microbiologique du « rouge » du poisson. La plupart des 
auteurs décrivent des cocci, des diplocoques et des sarcines 
(Fralow [4], Hoye [2], Poulsen [3], Beckwith [4], Keller- 
mann [5}); d’autres, des batonnets (Edington [6], Harrisson et 
Kennedy [7]). Quelques-uns ont trouvé sur du poisson salé 
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rougi, plusieurs germes associés (Mauriac {8}, Klebahn [9], Lie- 
bert et Deerns [40]. Le Dantec [11, 12], aprés deux analyses 
de différents spécimens de morue rouge a observé plusieurs 
formes de bactéries rouges; dans le premier cas, des cocci et des 
batonnets sporulés, dans Je second, des batonnets non sporulés 
seulement. Cloake [43] estime que « le rouge » de la morue 
est di & deux genres de microorganismes, un coccus et un. 
« microorganisme X », qui offriraitun polymorphisme extréme. 
H. Velu [14, 15, 16] pense que le rougissement des salai- 
sons variées (boyaux, poisson, peaux) est causé par le méme 
agent, une bactérie en batonnet trés polymorphe. Hanzawa et 
Takeda [47] Vattribuent 4 une Torula. 

Le rouge des autres produits salés est d’un trés grand intérét 
pour nous, en raison de son analogie avec les altérations du 
poisson salé. Quelques expérimentateurs estiment que le rouge 
des boyaux salés est causé par une bactérie en batonnet (Velu, 
Gréning [18]), d’autres par des cocci (Gorowiz-Vlassowa [19], 
Becker [20]); d'autres isolent des cocci dans le rouge des 
peaux salées, tandis que Lochheard [24] décrit des cocci et des 
batonnets pléomorphes. 

Quant aux propriétés culturales et physiologiques des fac- 
teurs nocifs causant le rouge des produits salés, leur descrip- 
tion est presque identique chez tous les auteurs : croissance 
strictement aérobie, développement trés lent, halophilie trés 
marquée, formation de substances mucoides et tendance a la 
symbiose avec d’autres microorganismes, surtout avec ceux 
qui causent la désagrégation des albumines. 


RecHERCHES EXPERIMENTALES. 


Kn 1931, l'Institut central scientifique de l'Industrie de la 
Péche organisa une série d’analyses microbiologiques du pois- 
son « rouge » qui furent confiées a l’auteur de cet article. Pour 
la premiére analyse, on choisit : la carpe, labréme et le sandre; 
pour la seconde, la morue salée. 

Les ensemencements ont été fails sur gélose préparée avec 
du bouillon de poisson frais additionné de quantités variées de 
NaCl : de 0,5, 10, 20 et 35 grammes pour 100 cent. cubes. Pour 
éviter la dessiccation ou I’humectation de la gélose, boiles & 
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semences et tubes de cultures furent placés a 25° dans des exsi- 
caleurs contenant une solution a 30,63 p. 100 d’acide sulfu- 
rique; l’humidité de lair était ainsi maintenue a 75 p. 100. 
Les colonies prélevées pour étude étaient émulsionnées dans 
une solution saline ayant la méme concentration que celle du 
milieu nutritif. 

Aprés deux ou trois semaines sur les cultures en gélose 
salée & 20 p. 100 ou saturée de sel, apparurent de nombreuses 
colonies d’un rouge intense, suivies de nouveaux groupes dans 
une période de cing mois. 

D’aprés leur aspect extérieur, ces colonies se répartissaient 
en deux formes différentes : 

Forme I. — La plupart des colonies étaient de forme sphé- 
rique, irréguliéres, d’un rouge éclatant, légérement trans- 
lucides, constituées par des éléments de teinte et d’aspect 
variés, les uns en batonnet, les autres fusiformes ou légérement 
recourbés, autour desquels s’assemblaient des grains minus- 
cules. Par endroits, on trouva des amas granuleux ayant les 
caractéres de symplasmes. Une partie de ces bactéries conser- 
vérent la méme forme durant plusieurs années; d’autres pré- 
sentérent des altéralions morphologiques consistant dans le 
remplacement des éléments en batonnet par des éléments 
ovoides et sphériques, ou inversement. 

Ces bactéries ne prennent pas le Gram, ne liquéfient pas la 
eélatine, ne coagulent pas le lait, ne forment ni indol, ni 
hydrogéne sulfuré et ne fon! pas fermenter les glucides. Leur 
croissance, strictement aérobie et trés lente, s‘opére exclusive- 
ment en présence d’au moins 20 p. 100 de NaCl dans le milieu. 

L’observation des cultures sur gélose a permis de constater 
chez quelques souches les altéralions suivantes : aprés avoir été 
muqueuses, colorées en rouge éclatant et légérement trans- 
lucides, les colonies devenaient opaques, d’un rose pale avec 
parfois une nuance framboisc, pour revenir ensuite a leur aspect 
primitif. Le bouillon devenait trouble, un voile d’un rose vit se 
formait 2 sa surface et un sédiment de la méme teinte se déposait 
au fond. Dans la suite, on n’observa plus de trouble du bouillon 
ni l’apparition des voiles, et ce nest qu'aprés un certain temps 
que les cultures reprenaient leur aspect primitif. 

Toutes ces altérations morphologiques el culturales s’obser- 
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vaient malgré des réensemencements réguliers sur des milieux 
frais. I] est & noter que les réensemencements simullanés dans 
deux tubes différents donnaient soit des efflorescences rouges 
ou roses, identiques dans les deux tubes, soit une efflorescence 
rouge et l’autre rose. 

Forme 11. — Un petit nombre de colonies opaques avaient une 
forme sphérique et proéminente d’un rose pale. Dans les frottis 
de ces colonies, on pouvait discerner des cocci légérement 
ovoides, de 0,3-2 ». de diamétre (plus souvent 1-1,3 ») isolés ou 
en forme de diplocoques et en tétrades. Les germes des cul- 
tures en milieux contenant diverses quantités de NaCl présen- 
taient le méme aspect, les mémes altérations, mais en sens 
inverse de celles de la forme I : les cocci grandissent, leurs 
contours deviennent irréguliers, et ils saccollent; ensuite, 
apparaissent des cellules en forme de batonnet. On a observé 
parfois dans les milieux salés le bourgeonnement de certains 
éléments qui offraient alors aspect de Torula. 

Les cocci développés en milieu non salé prenaient le Gram ; 
ceux qui s’étaient développés dans les milieux salés étaient 
Gram-négatifs. 

Les cultures sur gélose inclinée sont opaques, rose pale. En 
gélose salée & plus de 20 p. 100, elles se recouvrent de taches 
transparentes d’un rouge éclatant, qui se fusionnent peu a peu 
et finissent par devenir identiques & celles des formes I. 
Quelques souches ont fait retour 4 la forme primitive et parfois 
le méme processus d’altération s’est répété. 

Les cultures en bouillon, d’abord dépourvues de voile, 
reprirent plus tard le méme aspect que la culture de la forme I. 
Mais cette forme II ne s’est pas montrée aussi strictement halo- 
phile que la forme I; par réensemencements en séries, on a 
réussi & la faire croitre dans les milieux habituels. Par contre, 
ses autres propriétés physiologiques et ses caractéres de culture 
ne different en rien de celles de la forme I. 


SALAGE DU POISSON AVEC ADDITION DE BACTERIES 
pes ForMEs I er II. 


‘Un lot de Rutilus casprcus fut lavé dans une grande quantité 
d’eau, pour étre salé ensuite avec du sel stérilisé. Dans chaque 
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essai, on versait 1 cent. cube de culture de bactéries rouges 
en bouillon. 3 souches des formes 1 et 4 de la forme II furent 
employées dans cette expérience. Aprés trois semaines A 25°, 
toutes les souches de forme Iont provoqué le rougissement du 
poisson. Des 4 souches de la forme IJ, 3 donnérent le rouge 
aprés une période de deux & quatre mois. Le rougissement 
n’apparut que sur les surfaces qui n’étaient pas recouvertes de 


saumure. 


INFECTION LATENTE. 


Dans le but de nous assurer si les bactéries produisant du 
pigment rouge peuvent provoquer sur le poisson une sorte 
d’infection latente, nous avons placé & l’étuve a 25°, quatre spé- 
cimens, normaux en apparence, de poissons salés, carpe, bréme, 
sandre et Rutilus caspicus pris & l'entrepdt de conservation. Un 
mois aprés, la carpe et le sandre devinrent rouges, les autres 
restérent inaltérés. De ces spécimens rougis, nous avons pu 
isoler des bactéries de la forme I. 


La PROVENANCE DES BACTERIES ROUGES SUR LE POISSON SALK. 


La plupart des auteurs de travaux sur le rougissement du 
poisson supposent que le sel des lacs est la source des bactéries 
rouges. L’Institut scientifique de lindustrie de la Péche avait 
organisé une série d’analyses microbiologiques du sel des 
marais des gisements les plus importants de l’U. R.S.S. Le sel 
était extrait de la profondeur de tas qui se trouvaient au bord 
des lacs. Les analyses s’opéraient d’aprés la méthode men- 
tionnée plus haut. 

En 1926, les bactéries rouges avaient été signalées comme 
forme dominante dans divers échantillons de sel de Crimée; plus 
tard, les mémes espéces furent observées dans des échantillons 
de sel des autres gisements de l'Union (22). 

Plusieurs centaines de souches de ces mémes bactéries furent 
isolées de différents spécimens de sel et toutes avaient l’aspect 
de cocci, décrit plus haut comme forme I. La forme I n’a 
pu étre observée une seule fois. Vu l’abondance des souches 
et la longue période d’observation (huit ans), on put étudier 
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quelques-unes de leurs propriétés, qui n’avaient pas été notées 
dans la description de la forme II. 

Une des particularités les plus remarquables de ces bactéries 
est leur tendance A la symbiose avec d’autres microorganismes 
et leur aptitude & former des colonies secondaires sur des 
cullures anciennes (de trois 4 quatre années). 

Les altérations des propriétés morphologiques et culturales 
ont pu étre observées sur la majorité des souches. 

3 souches de ces mémes bactéries furent employées dans 
Vopération du salage du poisson en vue de provoquer son rou- 
gissement. Dans tous les cas le résullat fut positif. Kn exami- 
nant les frottis de cultures isolées pour la seconde fois du 
poisson « rouge », on put y discerner des cellules de formes 
multiples et variées. 

L’analyse a permis d’établir que les cocci mentionnés étaient 
la forme bactérienne prédominante, qui se trouvait en trés 
grande abondance dans l’eau des lacs. 


DETERMINATION DE L’ESPECE. 


Aprés leur isolement du sel, ces bactéries furent étudiées sur 
des milieux ordinaires et identifiées par lauteur & M. roseus 
(Bumm, Lehmann et Neumann). Lehmann et Neumann ont 
constaté la tendance de M. roseus a se disposer en diplocoques 
ou en tétrades, ses nombreuses variations, les différentes 
nuances de son pigment et son penchant & la symbiose avec 
d’autres bactéries. En outre, ils ont souligné la parenté de 
M. roseus avec un grand nombre de cocci rouges, découverts 
par d’autres expérimentateurs sur la morue rouge. 

Pendant l'étude de la souche de M. roseus, obtenue de |’Ins- 
titut Central d’Epidémiologie et de Microbiologie, nous avons 
pu constater le polymorphisme de ces cellules; parmi les 
formes sphériques et ovoides, on trouvait aussi des cellules 
allongées qui augmentaicnt de nombre parallélement a la hau- 
teur de la concentration du sel dans le milieu. 

L’auteur a pu établir le haut degré de résistance de cetle 
souche & la salinité du milieu. Réensemencé pendant trois mois 


sur gélose de plus en plus salée, ce coccus se développa sur 
gélose saturée de sel. 
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En résumé, les recherches qui précédent montrent que le sel 
et le poisson « rouge » contiennent des espéces bactériennes 
qui different les unes des autres par leurs caractéres morpho- 
logiques et parfois culturaux; ces espéces subissent plus tard 
une série d’altérations aboutissant a une involution réciproque 
d’une forme dans l'autre. Cette circonstance, et la plupart des 
propriétés culturales et physiologiques de ces germes nous 
permelttent d’alfirmer qu’ils appartiennent une seule espece qui 
se distingue par son pléomorphisme extréme. 

Le probléme de J’altération des microorganismes occupe 
esprit des plus grands savants de notre temps. Selon Ja théorie 
d'Enderlein [23] sur la cyclogénie, les bactéries subissent gra- 
duellement plusieurs stades de développement. 

La faculté de la dissociation est déja déterminée chez un 
grand nombre de bactéries. Ainsi, B: tularense et B. medinensis 
peuvent, dans différentes conditions, prendre l aspect d’un 
coccus ou bien d’un batonnet. 

Matzouschita [24], signale que certains cocci, comme MV. flavus 
lig. et d'autres se développant dans des milieux salés, prennent 
la forme de batonnets; les batonnets se métamorphosent en 
cellules aux contours ronds ou irréguliers; quelques espéces 
prennent l’aspect de levures. 

Batchinsky [25], a signalé chez les bactéries acétiques, la 
présence de cellules naines et de cellules géantes ainsi que le 
phénoméne du bourgeonnement. 

Plusieurs auteurs ont observé la propriété des espéces bacté- 
riennes de se désagréger en grains. Lohnis [26], a signalé chez 
les bactéries la formation de granules et leur a donné le nom 
de corps régénérateurs. 

La fusion des individus fut notée dans beaucoup de formes 
bactériennes. Loéhnis a nommé ce phénoméne « symblastic 
stage ». Lochheard (1), observa dans les cultures de batonnets, 
agents du rouge des peaux, plusieurs formes de transition ainsi 
que des cocci; il signala en méme temps le phénoméne du 
bourgeonnement de ces derniers. Les cocci, de méme que les 
batonnets, s'agrégeaient en un symplasme granuleux. 

Quant a la présence de différentes colonies chez la méme 


(1) Ibid. 
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espece de bactéries, plusieurs auteurs l’attribuent aux phéno- 
ménes de dissociation et de cyclogénie. Leur propriété de 
former des colonies secondaires est aussi liée 4 ces mémes 
phénoménes. 

La plupart des auteurs attribuent les faits de dissociation et 
de cyclogénie & des causes non seulement intérieures mais aussi 
extérieures, comme par exemple, l’altération de la composition 
chimique du milieu, la présence de sels, la symbiose avec 
dautres organismes, elc. 

La manifestation du pléomorphisme dans les souches de 
M. roseus isolées par nous, semble dépendre de la présence de 
grandes quantités de NaCl dans le milieu, et ce pléomorphisme 
devient d’autant plus intense que la teneur en sel du milieu 
nuiritif est plus élevée. Enfin, les changements considérables 
dans l’existence des bactéries aprés leur passage du sel sur le 
poisson, peuvent stimuler les différentes altérations décrites 
plus haut. 

Les formes variées des bactéries rouges découvertes par 
auteur, & différents stades de leur développement, sont les 
mémes que celles que d’autres investigateurs attribuent aux 
bactéries trouvées par eux sur diverses salaisons infestées de 
rouge. 

Enfin, si nous comparons ces données, d'une part, avec les 
résultats de nos travaux et, d’autre part, avec les faits de la 
dissociation et de la cyclogénie, nous pouvons supposer que la 
majorité des auteurs ont décrit Ja méme espéce bactérienne 
observée a des stades divers de son développement. 

La bactérie en forme de batonnet qui nous a été envoyée de 
l'Institut de Industrie des viandes sous le nom du « batonnet 
Velu », l'agent du rouge des boyaux, fut identifiée par nous 
a la forme I; le coccus, regu par notre Institut du laboratoire 
de l'Institut des produits alimentaires sous le nom de Tetra- 


coccus carneus halophilus, fut signalé comme appartenant a la 
forme II. 


MEsSURES CONTRE LE ROUGISSEMENT DU POISSON. 
Dans le but de préserver le poisson du mal rouge dans 


quelques pays, on ajonte au sel divers antiseptiques, comme 
l’acide borique, le benzoate, le borax, etc. En d’autres, on pul- 
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vérise & la surface du poisson des solutions faibles d’acétate ou 
de bisulfite de soude. Mais, d’une maniére générale, l’usage 
d’antiseptiques pour la conservation des produits alimentaires 
est prohibé par la loi. 

Certains industriels estiment que le sel qui séjourne pendant 
quelques mois dans les tas est par cela méme indemne de 
bactéries rouges. Cependant, nos recherches portant sur du sel 
resté pendant sept ans au bord des lacs, y ont établi la présence 
d’un grand nombre de bactéries rouges. 

Pour détruire les bactéries dans le sel, on recommande la 
stérilisation par la chaleur séche 4 120° pendant trente minutes. 
Mais, l’emploi du sel stérile ne peut garantir le poisson du 
mal rouge qu’a la condition d’une désinfection compléte des 
véhicules, des stocks, des salles de salage et d’emballage, des 
ustensiles, entin, de tous les objets qui pourraient entrer en 
contact avec le sel des marais ou le poisson infecté. 


CONCLUSIONS. 


4° L’examen du poisson rougi a permis d’y déceler la pré- 
sence de bactéries a pigment rouge, d’un pléomorphisme 
exiréme; 

2° Du sel des lacs des plusimportants gisementsde l’U.R.S.S., 
on a isolé M. roseus ; 

3° On a pu constater la transformation des batonnets décou- 
verts sur le poisson en formes sphériques et, vice-versa, la 
transformation de M. roseus en des formes identiques 4 celles 
qui furent trouvées sur le poisson, ce qui prouve le pléomor- 
phisme de M. roseus ; 

4° Le rouge du poisson, provoqué par ces bactéries, permet 
de considérer M. roseus comme la cause véritable de cette infec- 
lion; 

5° Les bactéries découvertes par l’auteur sur le poisson 
rougi et dans le sel, ont beaucoup de ressemblance avec les 
germes microbiens que plusieurs auteurs considérent comme 
les agents durougissement des produits salés (poissons, boyaux, 
peaux). 
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